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POPIS KRATICA KORIŠTENIH U TEKSTU 
 
 
Akt – protein kinaza B 
B.Ar – područje kosti 
BMP – koštani morfogenetski protein 
BS/TV – gustoća površine kosti 
BV/TV – gustoća volumena kosti 
DAB – 3,3'-diaminobenzidin 
DMBT1 – protein deletiran u malignom tumoru mozga 1 
FGF – fibroblastni čimbenik rasta 
HRP – peroksidaza iz hrena 
MIF – anti-Müllerov hormon 
MUC1 – mucin 1 
PBS – fiziološka otopina puferirana fosfatnim puferom 
PI3k – fosfatidil-inozitol-3 kinaza 
PSA – antigen specifičan za prostatu 
T.Ar – područje spužvaste kosti 
Tb.N – broj koštanih gredica 
Tb.Sp – razdvojenost koštanih gredica 
Tb.Th – debljina koštanih gredica 
TFF – obitelj trefoil factor proteina 
TFIZ1 – protein međudjelovanja s trefoil faktorom 1  
TNF-alfa – čimbenik nekroze tumora alfa 
VCAM-1 – žilna stanična adhezijska molekula 1 
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1. UVOD 
 
1.1. Embrionalni razvoj 
 
Od oplodnje do rođenja odvija se jedan od najzamršenijih procesa koji je čovjek ikad 
imao prilike istražiti u nama poznatom svemiru – embrionalni i fetalni razvoj. To je niz 
složenih procesa u kojem od zigote proliferacijom, migracijom, diferencijacijom i 
propadanjem stanica nastaje nova jedinka. Sva ta zbivanja mogu se usporediti s nevjerojatno 
složenom i skladnom simfonijom molekularnih, staničnih i fizioloških zbivanja kojom kao da 
odnekuda upravlja nevidljivi dirigent. Embrionalni je razvoj stoga još uvijek područje od 
velikog interesa kako znanstvenika, tako i suvremenog čovjeka. 
Embrionalni razvoj započinje oplodnjom, stapanjem haploidne muške i ženske spolne 
stanice u novu, diploidnu stanicu – zigotu. Jedan od rezultata oplodnje je poticaj na brazdanje, 
umnožavanje stanica (blastomera) mitozama. Stanice ubrzo prolaze kroz kompakciju, 
odnosno međusobno povezivanje čvrstim spojevima. Zametak nakon toga dolazi u fazu 
morule (stadij sa 16 stanica) i nakon toga blastociste, u kojoj se razlikuju dvije skupine stanica 
– embrioblast i trofoblast. Od stanica trofoblasta u velikoj mjeri razvit će se posteljica, dok 
stanice embrioblasta dalje formiraju dva sloja: epiblast i hipoblast. U trećem tjednu razvoja, 
tijekom procesa koji se naziva gastrulacija, od epiblasta nastaju tri zametna listića – ektoderm, 
mezoderm i endoderm. Od ta tri zametna listića potječe većina tkiva i organa odrasle jedinke. 
Od trećeg do osmog tjedna razvoja nastaju osnove svih glavnih organskih sustava i to je 
najosjetljivije razdoblje razvoja zametka (embrionalno razdoblje). Organi se u velikoj mjeri 
formiraju uz pomoć indukcije, gdje jedna grupa stanica stvara signal na koji druga skupina 
stanica odgovara ili skupine stanica djeluju jedna na drugu razmjenjujući molekularne 
“poruke“. U takve „poruke“ spadaju mnogi proteini koji parakrinim ili jukstakrinim putem 
djeluju kao čimbenici rasta. Primjeri proteina koji sudjeluju u staničnom signaliziranju su 
hedgehog proteini, koštani morfogenetski protein (BMP), anti-Müllerov hormon (MIF), 
fibroblastni čimbenik rasta (FGF), WNT proteini i drugi. Od devetog tjedna intrauterinog 
razvoja do rođenja traje fetalno razdoblje u kojem morfološki i funkcionalno sazrijevaju 
organi i odvija se rast organizma. U čovjeka normalan intrauterini razvoj od oplodnje do 
rođenja traje 38 tjedana (1).  
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Znanost o intrauterinom razvoju zametka naziva se embriologija. Ta znanost prošla je 
kroz mnoge faze, počevši od morfološko-anatomskog pristupa prije više stotina godina, preko 
razvoja teratologije i eksperimentalne embriologije, naročito u dvadesetom stoljeću, pa sve do 
suvremenih metoda proučavanja koja se prvenstveno oslanjaju na genetiku i tehnike 
proučavanja matičnih stanica. S obzirom na sam proces razvoja zametka i etička pitanja 
vezana uz istraživanje istog, s vremenom su razvijene različite eksperimentalne metode koje 
omogućuju bolje razumijevanje razvoja zametka (1). Prvenstveno se radilo o istraživanjima 
na životinjskim modelima i u kulturi stanica. Tijekom dvadestog stoljeća, osobito u drugoj 
polovici, razvijene su metode proučavanja preimplantacijskih i postimplantacijskih zametaka 
u kulturi in vitro (2–4). Neki od životinjskih modela iznimno su praktični za embriološka 
istraživanja. Na primjer, mišja trudnoća traje svega dvadesetak dana, mišica često nosi velik 
broj zametaka, a genetska sličnost miša s čovjekom relativno je visoka, stoga je miš jedan od 
važnih životinjskih modela u embriologiji, a korišten je i u ovom radu (5,6). U suvremeno 
doba ispitivanje razvoja zametka uvelike se oslanja na molekularni pristup istraživanju gena i 
njima kodiranih proteina. Brojni proteini, kao na primjer razni citokini (TNF-alfa i drugi) te 
adhezijske molekule (beta-aktin, integrini, E-kadherin i druge) eksprimirani su, kako u 
odraslom organizmu, tako i u embrionalnom razvoju te se istražuju u oba okruženja (7–12). 
Sve je veći značaj i korištenja genetski izmijenjenih životinja (na primjer životinja s 
isključenim genima, engl. knock-out). Time se dobiva sve bolji uvid u značaj pojedinih gena, 
proteina te drugih molekula tijekom embrionalnog i fetalnog razvoja te u odraslom 
organizmu. S obzirom da postoji ogroman broj takvih molekularnih „kandidata“ za 
istraživanje, ne čudi da su istraživanja u tom području znanosti i dalje intenzivna. Jedno od 
područja takvih istraživanja koja su se pojavila u novije vrijeme je i istraživanje uloge TFF 
proteina u organizmu. 
Osim novih spoznaja o razvoju zametka, vremenskom rasporedu zbivanja tijekom 
trudnoće te genetskoj i molekularnoj podlozi pojedinih procesa, embriologija je dala i još 
uvijek daje velik doprinos kliničkoj medicini i suvremenoj zdravstvenoj skrbi, prvenstveno u 
području plodnosti i porodništva. Razumijevanje embrionalnog razvoja pomaže stručnjacima 
medicinskih struka da bolje razumiju nastanak raznih poremećaja te je vrlo vrijedan dio 
kurikuluma studija medicine (13). Razvoj embriologije doprinio je razvoju metoda prenatalne 
dijagnostike i liječenja te u istraživanju i sprečavanju nastanka prirođenih malformacija. 
Utjecaj embriologije vidi se u otkrivanju rizičnih čimbenika i ponašanja tijekom trudnoće, 
proučavanju mehanizama nastanka sklonosti određenim bolestima, pa čak i u povezivanju 
mehanizama embrionalnog razvoja te mehanizama nastanka tumora i degenerativnih bolesti u 
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odraslih (1). Do današnjeg je dana embriologija izvor novih znanstvenih otkrića od velikog 
značaja, kako za pretkliničku, tako i za kliničku medicinu. 
 
1.1.1. Okoštavanje 
 
Jedan od kompleksnih procesa koji se odvija tijekom razvoja zametka je okoštavanje. 
Postoje dvije osnovne vrste okoštavanja – intramembransko i enhondralno okoštavanje. 
Intramembransko okoštavanje predstavlja stvaranje kosti u blizini, odnosno, unutar zgusnuća 
mezenhima izravnom mineralizacijom matriksa koji su izlučili osteoblasti, nastali 
diferencijacijom mezenhimskih stanica. Na taj način nastaje većina pločastih kostiju (14).  
Enhondralno je okoštavanje proces u kojem tijekom fetalnog razvoja nastaju kratke i 
duge kosti na hrskavičnom modelu. U postnatalnom razdoblju, u dugim kostima, u području 
ploče rasta enhondralnim okoštavanjem kosti rastu u dužinu. Prema klasičnoj teoriji 
hondrociti tijekom enhondralnog okoštavanja prolaze kroz brojne metaboličke i morfološke 
promjene te na kraju podliježu apoptozi i bivaju uklonjeni, a na hrskavičnu osnovu odlaže se 
novonastala kost (14). U novije vrijeme istraživanja pokazuju da osteoblasti u enhondralnom 
okoštavanju mogu nastati i diferencijacijom hipertrofičnih hondrocita, a ne samo prodiranjem 
osteoprogenitornih stanica iz periosta (15,16). Premda neke skupine istraživača još uvijek 
podupiru teoriju da hondrociti u enhondralnom okoštavanju nestaju apoptozom, sve je više 
istraživanja koja objašnjavaju drugačije mehanizme smrti hondrocita koji se ne mogu svrstati 
u apoptozu (17–19). Na temelju izgleda stanica i međustanične tvari može se izdvojiti pet 
zona enhondralnog okoštavanja: 
1) zona mirovanja, u kojoj se nalazi normalna hijalina hrskavica s hondrocitima 
uobičajenog izgleda; 
2) zona umnažanja, u kojoj su hondrociti u obliku stupića gusto poredani jedan uz 
drugog; 
3) zona hipertrofične hrskavice, u kojoj su hondrociti znatno uvećani, a međustanična 
tvar reducirana; 
4) zona ovapnjele hrskavice u kojoj se mogu vidjeti hondrociti u fazi odumiranja, a 
zbog odlaganja hidroksiapatita u međustasničnu tvar dolazi do mineralizacije; 
5) zona okoštavanja u kojoj na ostatke hrskavičnog matriksa osteoblasti odlažu 
novosintetiziranu kost. 
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Postoje primarni i sekundarni centri okoštavanja, a njihovim širenjem tijekom 
okoštavanja te spajanjem u odrasloj dobi, nastaje većina kostiju, dok manji dio nastaje 
intramembranskim okoštavanjem na mezenhimskoj osnovi (14,20). 
 
1.2. Obitelj trefoil factor proteina (TFF) 
 
Obitelj trefoil factor proteina (TFF, engl. Trefoil Factor Family) sastoji se od tri mala 
proteina: TFF1, TFF2 i TFF3. Ime obitelji trefoil factor proteina dolazi od posebnog motiva u 
obliku trolista djeteline koji nastaje u peptidnom lancu zahvaljujući disulfidnim vezama (21–
26). TFF1 i TFF3 imaju jednu takvu strukturnu domenu (trefoil-domena), dok TFF2 ima dvije 
(25). Ta je domena izuzetno stabilna i na njoj se temelji otpornost tih proteina na proteolitičku 
razgradnju i hidrolizu (26). Zahvaljujući još jednom cisteinu u svom peptidnom lancu, TFF1 i 
TFF3 mogu stvarati homodimere i heterodimere (26–30).  
Istraživanje obitelji trefoil factor proteina započelo je u ranim 80-im godinama 
dvadesetog stoljeća slučajnim otkrićem spazmolitičkog polipeptida gušterače (PSP, engl. 
pancreatic spasmolytic polypeptide, danas poznatog kao TFF2) kao jedne od frakcija 
dobivenih pročišćavanjem inzulina te otkrićem nepoznatog proteina induciranog estrogenom 
u staničnoj liniji humanog raka dojke, nazvanog pS2 (danas poznat kao TFF1) (25,31–34). 
Kasnije je opisan i crijevni trefoil factor (ITF, engl. intestinal trefoil factor, danas poznat kao 
TFF3). Imena TFF1, TFF2 i TFF3 usvojena su 1996. godine (34). Geni za sva tri proteina 
nalaze se u obliku nakupine na dugom kraku 21. kromosoma (genomska regija 21q22.3), a 
egzonska struktura im je vrlo slična (26,35). TFF1 sadrži 60 aminokiselinskih ostataka, TFF2 
106, a TFF 59 (28). 
Prvotno su ti proteini istraživani u probavnom sustavu, jer ih luče vrčaste stanice 
sluznice probavnog sustava. Kasnije je utvrđeno da i u drugim epitelima stanice koje luče 
mucine sintetiziraju i TFF proteine te da se oni zajedno izlučuju, kao na primjer, u 
respiracijskom epitelu (28,36–38). Smatra se da udubina između druge i treće petlje u trefoil-
domeni služi kao vezno mjesto za oligosaharid ili aromatski bočni lanac aminokiseline, 
premda još uvijek nema detaljnog objašnjenja međudjelovanja TFF proteina i molekula 
mucina (28). TFF proteini utječu na viskoznost sluzi na površini sluznice, na primjer, TFF2 
višestruko povećava viskoznost sluzi u želucu, čak i ako se da intravenskim putem (39,40).  
Osim u probavnom sustavu, TFF proteini pronađeni su i u raznim drugim tkivima 
sisavaca, kao što su mukozni dijelovi žlijezda slinovnica, kubični epitel štitnjače, bubrežni 
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kanalići i neki neuroni u središnjem živčanom sustavu, a ekspresija pojedinih TFF proteina 
različita je u različitim tkivima. Na primjer, TFF1 i TFF2 snažno su eksprimirani u sluznici 
želuca, dok je TFF3 vrlo slabo. S druge je strane u vrčastim stanicama crijeva TFF3 jako 
eksprimiran, dok je TFF1 slabo, a TFF2 gotovo uopće nije eksprimiran (41–45). Osim toga, u 
zdravih ljudi, sva tri TFF proteina pronađena su u serumu, amnionskoj tekućini, sjemenoj 
tekućini, sekretima cerviksa, slini i urinu, a u serumu trudnica razine sva tri proteina 
višestruko su povećane, TFF3 čak 47 puta. U mlijeku se nalaze TFF1 i TFF3, a TFF2 i TFF3 
u crijevnom sadržaju (46). 
 
1.2.1. Obitelj TFF u fiziološkim procesima 
 
Glavno mjesto fiziološke sinteze TFF proteina su epitelne stanice probavnog sustava. 
Tijekom sinteze u Golgijevom se aparatu pohranjuju u mukozne granule i zajedno se s 
mucinima izlučuju na površinu sluznice gdje doprinose nastajanju zaštitnog sluzavog sloja 
koji prekriva epitelne stanice (26,47–50). Nakon ozljede sluznice, ekspresija i izlučivanje TFF 
proteina se brzo povećavaju (51). Dokazano je da TFF proteini imaju povoljan učinak na 
sluznicu i da pomažu zaštiti i cijeljenju epitela. Na primjer, nakon ozljede sluznice TFF 
proteini doprinose slabljenju veza među epitelnim stanicama te između epitelnih stanica i 
bazalne membrane te tako djeluju kao čimbenici koji potiču pokretljivost stanica (motogeni). 
Ti proteini djeluju i antiapoptotički te smanjuju ovisnost stanica o povezanosti s podlogom, 
što olakšava migraciju stanica. Nadalje, TFF proteini potiču stvaranje novih krvnih žila u 
tkivu (angiogeneza), što je važno za prehranu epitelnih stanica. Svi ti učinci omogućuju 
migraciju epitelnih stanica i reepitelizaciju (50,52–55). Osim toga, TFF peptidi imaju utjecaj i 
na imunološki sustav (56–58). 
Također, dokazan je važan utjecaj TFF proteina na pH vrijednost želuca kod ozljede te 
povezanost ovog fenomena s migracijom stanica i integritetom barijere koju čine čvrsti 
spojevi (59). Za zaštitu sluznice želuca očito je važno vezanje TFF1 proteina za TFIZ1 
(TFIZ1, engl. Trefoil Factor Interactions(Z) 1) protein u obliku heterodimera, što je i 
uobičajen oblik u kojem se TFF1 protein nalazi u želucu. Ekspresija TFF1 i TFIZ1 proteina 
međusobno je povezana u fiziološkim i patološkim okolnostima, a ekspresija TFF1 bez 
ekspresije TFIZ1 proteina povezana je s invazivnim oblicima raka želuca (30).  
TFF proteini pojačavaju crijevnu barijeru koju čine čvrsti spojevi među enterocitima 
intaktne sluznice (60). Neki od molekularnih mehanizama, na kojima počiva ovaj fenomen, 
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dobro su razjašnjeni i uključuju djelovanje TFF3 i Toll-like receptora 2 na PI3K/Akt signalni 
put (61). Kod miševa kojima je gen za TFF3 protein onesposobljen narušena je sposobnost 
cijeljenja sluznice debelog crijeva, tako da ozljeda koja bi kod divljeg tipa životinje vrlo brzo 
zacijelila, kod tih miševa rezultira smrtonosnim oštećenjima sluznice (62).  
TFF proteini nalaze se u endokrinom dijelu gušterače (63). Pojačana ekspresija TFF3 
proteina u Langerhansovim otočićima potiče proliferaciju beta-stanica (64), a nedavno je 
opisan sličan učinak i TFF2 proteina. To je otvorilo intrigantna pitanja povezana s liječenjem 
dijabetesa (65). U zdravoj je gušterači TFF3 često smješten u Langerhansovim otočićima s 
inzulinom i glukagonom, dok je u epitelu kanalića egzokrinog dijela gušterače nađena mRNA 
sva tri TFF proteina (66). Na razinu TFF3 može utjecati razina inzulina i glukoze u krvi, a 
pacijenti s dijabetesom tipa 1 imaju snižene vrijednosti TFF3 proteina u serumu i stanicama 
crijevnog epitela, koje se normaliziraju nakon davanja inzulina (67). 
TFF proteini istražuju se i u dišnom sustavu. Smatra se da utječu na diferencijaciju 
stanica sluznice respiracijskog epitela i na njegovo remodeliranje. Potiču pokretljivost stanica  
tog epitela (motogeni učinak) i u tim procesima sinergijski djeluju s epidermalnim 
čimbenikom rasta (38,68). Istraživanja ukazuju da je TFF1 autokrini faktor koji ima ulogu u 
transdiferencijaciji Clara stanica u vrčaste stanice (38,69), dok TFF2 i TFF3 pokazuju 
kemotaktičku aktivnost u staničnim linijama iz bronhalnog epitela čovjeka. Učinak TFF2 na 
pokretljivost tih stanica je aditivan s djelovanjem epidermalnog čimbenika rasta (68). 
Egzogeni TFF3 potiče diferencijaciju stanica s trepetljikama i stvaranje trepetljika na njima. 
Taj je proces djelomično ovisan o receptoru za epidermalni čimbenik rasta (37). Također, 
njihovi motogeni učinci na stanice epitela važni su u restituciji oštećenja respiracijske 
sluznice (70), a TFF2 važan je u održavanju barijere krv-zrak, jer smanjuje propusnost 
epitelnih i endotelnih stanica (71) te je općenito izuzetno važan u održavanju integriteta 
sluznice dišnog sustava (72). 
U mokraćnom sustavu TFF proteini zapaženi su u nekoliko histofizioloških okruženja. 
Eksprimirani su u tkivu bubrega, s tim da je ekspresija TFF3 najizraženija, slijedi TFF1, a 
TFF2 je nađen u vrlo malim količinama u samom tkivu bubrega, međutim, od sva tri TFF 
proteina, njegove su razine u urinu najviše (43). Pretpostavlja se da TFF2 i 3 pomažu u 
procesu oporavka oštećenja epitela bubrežnih kanalića. Tijekom starenja smanjuje se 
ekspresija TFF3 u tkivu bubrega, što se povezuje sa smanjenom sposobnošću obnavljanja 
tkiva bubrega u starijoj dobi (73). 
U središnjem živčanom sustavu pretežno je istražena prisutnost TFF1 i TFF3 proteina, 
dok je TFF2 za sada opisan jedino u ganglijskim stanicama mišje mrežnice koja ima 
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zajedničko embrionalno porijeklo (74). Osim toga, podaci o ekspresiji TFF2 u živčanom 
sustavu vrlo su oskudni. TFF1 i TFF3 eksprimirani su u različitim dijelovima mozga odraslog 
štakora, miša i čovjeka. Značajna ekspresija TFF1 zamijećena je u hipokampusu, frontalnom 
korteksu i cerebelumu štakora (75), a slaba (ali jednolika) ekspresija TFF1 proteina zapažena 
je u svim regijama mišjeg mozga (76). U miševa i štakora, pokazano je da astrociti 
sintetiziraju TFF1 (75,77,78). U mišjem mozgu značajna ekspresija TFF3 zabilježena je u 
hipokampusu, temporalnom korteksu i cerebelumu (76). Također, TFF3 pronađen je u 
hipotalamusu čovjeka i štakora, osobito u supraoptičkim i paraventrikularnim jezgrama, a 
prema ultrastrukturnoj analizi svinjske hipofize, u neurohipofizi smješten je u sekretnim 
zrncima zajedno s oksitocinom (79–81). Pretpostavlja se da se iz tih zrnaca TFF3 otpušta u 
krv zajedno s oksitocinom te da tim putem dospijeva do potencijalnih, još neotkrivenih 
receptora (82). Zanimljivo je da je primjena monomera TFF3 proteina u amigdale štakora 
utjecala na ponašanje ovisno o dozi, i to anksiolitički pri niskim dozama, a anksiogeno pri 
visokim dozama (81). Nedavna istraživanja pokazuju da je TFF3 neuropeptid koji olakšava 
učenje, prepoznavanje predmeta i zadržavanje pamćenja. (83).   
TFF proteini uključeni su i u druge fiziološke procese, koji se još uvijek istražuju, kao 
što je njihov utjecaj na slušni organ. TFF2 i TFF3 lokalizirani su u pužnici, a miševi s 
isključenim genom TFF3 razvijaju oštećenje sluha (84,85).  
Postnatalna kolonizacija crijeva bakterijama utječe na ekspresiju TFF3 gena, kao i 
gena nekih mucina, ovisno o prisutnosti pojedinih bakterijskih sojeva. To izravno utječe na 
njihovu ekspresiju u crijevu te upućuje na zaključak da je kolonizacija crijeva bakterijama 
usko povezana s razvojem zaštitnih mehanizama u crijevu, između ostalog i onih u kojima 
sudjeluje TFF3 (86). TFF3 se izlučuje u mlijeko i utječe na neke citokine i defenzine u 
stanicama crijevnog epitela, što ukazuje na mogućnost modulacije nespecifične imunosti kod 
dojenčadi hranjene majčinim mlijekom (87). 
 
1.2.2. Obitelj TFF u patološkim procesima 
 
Istraživanja TFF proteina u patološkim procesima  počela su nedugo nakon njihovog 
otkrića. Zapravo, prvo otkriće TFF1 proteina bilo je u pokusima sa staničnom linijom raka 
dojke. U početku su ovi peptidi prvenstveno promatrani u bolestima sluznice probavnog 
sustava i tumorima dojke, no opseg istraživanja s vremenom se jako proširio. Danas su 
navedena dva područja samo dio velike palete istraživanja u kojima sudjeluju znanstvenici iz 
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raznih grana pretkliničkih i kliničkih medicinskih znanosti, kao i razni stručnjaci iz drugih 
područja. Čini se da su ranije opisana svojstva TFF proteina (kao što je njihov učinak na 
motilitet stanica, apoptozu, stvaranje novih krvnih žila te utjecaj na imunološki sustav) važna  
ne samo u fiziološkim, nego i u patološkim procesima. U nastavku će biti ukratko navedena 
važnija saznanja o povezanosti TFF proteina s raznim patološkim stanjima. 
 
Probavni sustav 
 
Smanjena ekspresija TFF1 u sluznici želuca (ili je uopće nema), povećava sklonost 
nastanku malignih promjena. Naime, u 40-60% želučanih tumora nema ekspresije TFF1, dok 
je u stanicama okolne, zdrave sluznice njegova ekspresija normalna (88,89). Također, u 
epitelu želučane sluznice miševa s isključenim genom TFF1 razvija se  teška hiperplazija i 
displazija visokog stupnja te nastaju adenomi želuca i pilorična stenoza, a u dijelu životinja i 
karcinomi želuca (89,90). Stoga se gen za TFF1 smatra želučano specifičnim tumor-
supresorskim genom. I druga dva TFF proteina pokazuju promijenjenu ekspresiju u tumorima 
želuca i na različite načine se dovode u vezu s njima. U nekim slučajevima im se pripisuje 
zaštitna uloga, dok u drugim uloga u širenju maligniteta (91–93). Prema najnovijim 
podacima, razina TFF3 u serumu dobar je biomarker za praćenje raka želuca te se čak navodi 
da je razina TFF3 u serumu bolja metoda nego pepsinogenski test, koji se već duže vrijeme 
smatra korisnim u dijagnostici raka želuca (94–96). Xue i suradnici pokazali su da je TFF2 
važan u cijeljenju mikroskopskih ozljeda želučane sluznice, a da TFF2 i TFF3 mogu utjecati 
na pH uz površinu sluznice i tako pospješiti cijeljenje putem koji nije vezan uz 
ciklooksigenazu (59). Poulsen i suradnici dokazali su da TFF2 primijenjen oralnim ili 
supkutanim putem pospješuje cijeljenje umjetno izazvanog ulkusa na želucu štakora (97). 
S obzirom da se TFF1 ne nalazi u sluznici zdravog debelog crijeva, a pronađen je u 
adenomima i karcinomima debelog crijeva, smatra se da njegova ekspresija može doprinijeti 
nastanku adenoma odnosno karcinoma debelog crijeva (98). TFF3 se povezuje s agresivnim 
fenotipom stanica karcinoma debelog crijeva, što uključuje i metastatski potencijal, osobito u 
jetri, a in vitro smanjenje ekspresije TFF3 u stanicama invazivnog tipa kolorektalnog 
karcinoma umanjilo je njihov metastatski potencijal (99,100). Razine TFF1 i TFF 3 povišene 
su u bolesnika s kolorektalnim karcinomom, a mutacije gena za TFF1 i TFF3 mogu biti dio 
patogeneze kolorektalnog karcinoma (101,102). Xiao i suradnici u svom radu iznose kako je 
razina TFF3 povišena u bolesnika s rakom želuca i debelog crijeva, te da je razina TFF3 u 
serumu izravno povezana s razvojem i napredovanjem obje bolesti, uključujući i postojanje 
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udaljenih metastaza. Također, pokazuju da razine TFF3 u serumu vrlo dobro odražavaju 
odgovor bolesnika s tim vrstama raka na kemoterapiju (103). 
 Ekspresija TFF proteina izmijenjena je i u upalnim bolestima crijeva, premda nije u 
svim slučajevima sigurno je li riječ o posljedici ili uzroku patoloških promjena sluznice 
crijeva (104). S obzirom na dosadašnja saznanja o ulogama TFF proteina, ipak se smatra da je 
njihova uloga u upalnim bolestima crijeva pretežito zaštitna te se danas razmišlja o njihovoj 
mogućoj ulozi u liječenju (105). Na primjer, jedno istraživanje navodi kako sistemska 
primjena TFF1 proteina i epidermalnog čimbenika rasta (EGF) pomaže u ublažavanju upale 
kod umjetno izazvanog kolitisa (106). Također, lokalna primjena TFF2 pomaže u zaštiti 
sluznice od upale tijekom umjetno izazvanog kolitisa, što je bilo povezano sa smanjenom 
ekspresijom adhezijske molekule VCAM-1, a time i adhezije leukocita na stjenku venula, 
ukoliko je TFF2 primijenjen prije izazivanja kolitisa, dok na već prisutna oštećenja sluznice 
nije imao utjecaj (107). Ipak, opisano je da lokalno primijenjen TFF2 može ublažiti simptome 
kolitisa (108). U svakom slučaju, postoji mogućnost lokalne primjene TFF2 barem u 
sprječavanju relapsa ulceroznog kolitisa (107), a moguće i već razvijenog oblika.  Istraživanja 
pokazuju da lokalna primjena TFF3 dimera i sistemska primjena TFF3 proteina ublažava tijek 
kolitisa (109), ali da parenteralna primjena TFF proteina, osobito monomera TFF3, može 
pogoršati tijek bolesti (108). Opisana je interakcija dimera TFF3 proteina s DMBT1 (Deleted 
in Malignant Brain Tumor 1) proteinom, a njihove razine u upalnim bolestima crijeva 
pokazuju da bi zajedničko djelovanje ova dva proteina moglo biti važno u zaštiti sluznice 
(110). S obzirom na navedena istraživanja i na činjenicu da TFF3 djeluje zaštitno na čvrste 
spojeve među epitelnim stanicama, smatra se da bi se i on mogao uspješno koristiti u liječenju 
upalnih bolesti crijeva (60), no potrebno je pomiriti donekle proturječne rezultate različitih 
istraživanja. U međuvremenu, razvijaju se i drugi pristupi primjeni TFF proteina u liječenju 
upalnih bolesti crijeva, kao što je adenovirusni vektor kojemu je ubačen gen za TFF3 te 
poticanje ekspresije TFF3 u crijevu putem povećanog sadržaja konjugirane linoleinske 
kiseline u hrani (111,112). Ipak, vrijednost TFF proteina u dijagnostici i terapiji upalnih 
bolesti crijeva tek se treba u potpunosti definirati (105). 
U žučnim vodovima unutar jetre, TFF1 je znatno povišen u hepatolitijazi, displaziji 
bilijarnog epitela i u neinvazivnom intrahepatičkom kolangiokarcinomu. Također je povećan i 
u invazivnom obliku intrahepatičkog kolangiokarcinoma, no bitno manje nego u 
neinvazivnom obliku. Dokazano je da povećana ekspresija TFF1 u stanicama ovog tumora 
povećava njegovu invazivnost (113,114). Zapravo, ekspresija sva tri TFF proteina je pojačana 
u kolangiokarcinomu (115,116). Neki podaci pokazuju da je pojačana ekspresija gena regije 
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21q22, u kojoj se nalaze i geni za TFF proteine povezana s povećanom invazivnošću i 
metastatskim potencijalom kolangiokarcinoma (117).  
U benignih i malignih tumora žlijezda slinovnica, povećana je ekspresija sva tri TFF 
proteina (118). Neuravnotežena ekspresija TFF proteina javlja se i u bolestima gušterače, 
osobito u tumorima (119,120). Ekspresija TFF1 i TFF3 pojačana je u kroničnom 
pankreatitisu, intraepitelnoj neoplaziji i u dobro diferenciranom duktalnom adenokarcinomu 
gušterače, dok je TFF2 pojačano eksprimiran u kroničnom pankreatitisu i duktalnom 
adenokarcinomu gušterače. Klinička vrijednost ovih promjena ekspresije još je nejasna (66), 
no zna se da TFF1 pojačava migraciju i metastaziranje stanica raka gušterače (121), tako da se 
TFF1 može razmatrati u kontekstu dijagnostike i terapije tog poremećaja.  
 
Dišni sustav 
 
U raznim bolestima dišnog sustava, ekspresija TFF proteina često je promijenjena. 
Ekspresija TFF1 i TFF3 znatno je povišena u alergijski upaljenoj sluznici (122), dok TFF2 
inducira stvaranje kemijskih glasnika koji su važni za tip 2 imunološkog odgovora tijekom 
astme i infekcije rudarskom glistom (123). Pokusi na miševima pokazali su da je TFF2 važan 
čimbenik u remodeliranju dišnog epitela sluznice zahvaćene astmom, da je pojačano 
eksprimiran tijekom alergijske upale i da liječenje egzogenim TFF2 djelomično poništava 
patološke promjene dišnih putova nastalih zbog kronične alergijske bolesti (69,124). Razina 
TFF3 je znatno povišena u serumu i u tumorskom tkivu kod bolesnika koji boluju od 
karcinoma pluća, dok je razina TFF1 i 2 samo blago povišena u serumu istih bolesnika (125). 
Sva tri TFF proteina vjerojatno su uključena u popravak toksičnog oštećenja sluznice 
respiracijskog epitela. Za TFF1 je specifično da se nakon takvog oštećenja sluznice njegova 
razina naglo poveća, a to obilježje može poslužiti kao biomarker oštećenja sluznice dišnog 
sustava otrovnim tvarima (126). Sva tri TFF peptida pojačano su eksprimirana u bolesnika s 
kroničnom opstruktivnom plućnom bolesti, s tim da su razine TFF1 i TFF3 proteina 
višestruko povećane u sputumu, dok je u serumu tih bolesnika višestruko povećana razina 
svih TFF proteina (127). Stoga postoji i patent za upotrebu TFF proteina u liječenju kroničnih 
plućnih bolesti (128). 
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Mokraćni sustav 
 
Dokazano je da TFF proteini imaju ulogu i u patologiji mokraćnog sustava. U 
staničnim kulturama bubrežnog karcinoma otkrivena je njihova uloga u poticanju invazivnosti 
karcinomskih stanica (129), a gen za TFF3 je među genima koji su eksprimirani u karcinomu 
bubrega induciranom oksidativnim stresom (130). Ekspresija TFF1 je usko povezana s 
ekspresijom mucina MUC1 u bolesnika s karcinomom bubrega, a MUC1 je povezan s 
prognozom bubrežnog karcinoma (131). Također, TFF1 u urinu pokazuje o dozi ovisan 
učinak inhibicije nastanka kristala kalcijevog oksalata i formiranja oksalatnih bubrežnih 
kamenaca (132). Pacijenti s nefrolitijazom imaju bitno povišene razine TFF2, a donekle i 
TFF3 u urinu te ih se predlaže kao moguće kliničke biomarkere u nefrolitijazi i moguće u 
drugim upalnim bolestima bubrega (43). Kod kronične bolesti bubrega razina TFF3 u urinu i 
u krvi značajno je povišena (133,134). Najnovija istraživanja pokazuju da je razina TFF3 
povezana i sa smrtnošću od bubrežnih bolesti te, uz još neke markere, sa širokim spektrom 
važnih kliničkih ishoda kod bolesti bubrega (135). Kod idiopatskog cistitisa u mačaka, u urinu 
i u uroepitelu je bitno smanjena količina TFF2 proteina, na temelju čega Lemberger i 
suradnici smatraju kako bi nedostatak TFF2 u epitelu mokraćnog mjehura mogao biti 
odgovoran za smanjenu sposobnost obnove epitela i za veću podložnost upalnim procesima 
(136). 
 
Dojka 
 
Povezanost TFF proteina i tumora dojke već se godinama istražuje. Skupina 
istraživača nedavno je objavila rad u kojem se ističe značaj TFF1 u praćenju pacijentica s 
rakom dojke, gdje se izdvaja nekoliko fenotipskih skupina s visokim, odnosno niskim rizikom 
za ponovno pojavljivanje raka unutar 3 godine od liječenja i to na temelju TFF1 statusa te 
prisutnosti estrogenskih i progesteronskih receptora (137). Podaci ukazuju da je TFF1 važan 
čimbenik u mehanizmu estrogenom potaknute otpornosti stanica na apoptozu prilikom 
kemoterapije doksorubicinom te se smatra kako bi supresija TFF1 u tumorima dojke povećala 
odgovor na kemotrerapiju (138). S druge strane, postoje istraživanja koja navode protektivnu 
ulogu TFF1 u tumorima dojke (139). Ekspresija TFF3 u tumorima dojke potaknuta je 
estrogenom, a taj učinak umanjuje se primjenom tamoksifena (140). Prisutnost TFF3 u raku 
dojke pokazatelj je veće sklonosti metastaziranju, s obzirom da TFF3 pomaže invaziju i 
metastaziranje stanica raka pozitivnih na estrogenske receptore (141). Potaknuta ekspresija 
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TFF3 stimulira proliferaciju, preživljenje, rast neovisan o podlozi, migraciju i invazivnost 
stanica, dok blokiranje ekspresije ili aktivnosti TFF3 proteina poboljšava odgovor na anti-
estrogensku terapiju, povećava apoptozu i na druge načine usporava rast tumora. Stoga su 
autori tog istraživanja zaključili da je TFF3 onkogen (142). Također, ekspresija TFF3 
povezana je sa slabijim preživljenjem kod raka dojke (141). Drugi autori smatraju da je TFF3 
normalan protein dojke, no da u uznapredovaloj bolesti potpomaže angiogenezu, 
napredovanje i diseminaciju tumora (143). Ova dva gledišta zapravo i nije teško pomiriti ako 
uzmemo u obzir već navedene fiziološke uloge TFF proteina. Moguće je da jednostavno 
uznapredovali tumor koristi svojstva TFF proteina koja mu „odgovaraju“, te da TFF3 sam po 
sebi ne mora biti odgovoran za nastanak tumora dojke (144). Sasvim sigurno, ovo područje i 
dalje će privlačiti istraživače s obzirom na kliničku i epidemiološku važnost problematike 
raka dojke. 
 
Prostata 
 
TFF3 protein pretjerano je eksprimiran u nekoliko vrsta raka prostate, a ekspresija u 
udaljenim metastazama slična je onoj u primarnom tumoru (145,146). Jedan od mehanizama 
putem kojeg se mijenja aktivnost TFF3 proteina u tumoru prostate opisali su Rickman i 
suradnici, a on uključuje androgene receptore i transkripcijski faktor ERG (147). 
Koncentracija sva tri TFF proteina u plazmi bolesnika s rakom prostate su povišena, a razina 
TFF3 je povezana i s razinom prostata specifičnog antigena (PSA) te je osobito povišena u 
pacijenata s metastazama u kostima (148). TFF1 protein smanjuje ekspresiju E-kadherina, 
transmembranskog proteina koji je važan u staničnoj adheziji i tim putem pospješuje 
migraciju i invazivnost tumorskih stanica te time olakšava nastanak udaljenih metastaza 
(149). Jedan od mehanizama povećane ekspresije TFF1 i TFF3 u raku prostate je 
hipometilacija promotora njihovih gena (150). 
 
Živčani sustav 
 
Liu i suradnici pokazali su kako TFF3 protein djeluje na ishemijsko-reperfuzijsku 
ozljedu moždanog tkiva kao protektivni endokrini faktor izlučen u jetrenim stanicama, i to s 
izravnim supresivnim učinkom na aktivnost kaspaze 3, koja potiče apoptozu nakon ozljede 
moždanog tkiva. Njihovo istraživanje pokazalo je da je aktivnost TFF3 smanjila smrtnost 
moždanih stanica, količinu moždanih infarkta te poboljšala motoričku aktivnost udova nakon 
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cerebralne ozljede (151). Snižena razina TFF3 u cerebrospinalnoj tekućini u jednom se 
istraživanju pokazala kao najistaknutiji čimbenik u predviđanju cerebralne atrofije kod bolesti 
s odlaganjem beta amiloida, osobito Alzheimerove bolesti. Još uvijek nije jasno zbog čega 
niska razina TFF3 tako dobro korelira s cerebralnom atrofijom, jer ni uloga TFF3 u živčanom 
tkivu nije još razjašnjena (152). Zanimljivo je i da se TFF3 može koristiti kao marker 
toksičnosti lijekova koji utječu na aktivnost gama-sekretaze u liječenju Alzheimerove bolesti, 
za što postoji i patent (153).  
 
Ostalo 
 
Visoka ekspresija TFF3 proteina opažena je u hrskavici pacijenata s osteoartritisom, a 
također i u mišjem modelu osteoartritisa i septičnog artritisa, dok u zdravoj ljudskoj hrskavici 
nije pronađena ekspresija TFF3 proteina. Isto istraživanje pokazalo je da TFF3 djeluje kao 
proapoptotski faktor i da potiče in vitro degradaciju hrskavice (154). TFF3 je znatno povišen 
u serumu pacijentica sa slabo diferenciranim karcinomom endometrija (155). 
Razvijeni su različiti sustavi detekcije razina TFF proteina u serumu ili izlučevinama 
organizma te je utvrđeno da se u različitim patološkim procesima te razine mijenjaju. TFF1 je 
znatno povišen u serumu bolesnika s rakom dojke,  te u urinu bolesnika rakom dojke i s 
upalnim bolestima crijeva. Razina TFF2 je jako povišena u želučanom soku bolesnika s 
gastritisom, a TFF3 u bolesnika s rakom endometrija. Sva tri su znatno povišena u slini 
bolesnika s radijacijskim mukozitisom te u serumu bolesnika s rakom prostate i želuca. Za 
detaljniji pregled ovih podataka i pregled njihove dosadašnje vrijednosti u kliničkoj 
dijagnostici vidjeti (46).  
 
1.2.3. Obitelj TFF u embrionalnom razvoju  
 
Premda su prisutnost i ekspresija TFF proteina u tkivima odraslih ljudi i životinja 
(poglavito miševa) vrlo dobro dokumentirana, do sada ima malo podataka o prisutnosti i 
smještaju TFF proteina u zametku tijekom embrionalnog i fetalnog razdoblja. Također, nije 
istražena ni njihova potencijalna uloga u razvoju zametka i pojedinih organskih sustava 
zametka, iako su upravo migracija stanica, angiogeneza i apoptoza temeljna zbivanja tijekom 
embrionalnog razvoja. U tom kontekstu pojavljuje se samo nekoliko istraživanja, no ni jedno 
do sada nije ponudilo sistematizirani pregled javljanja TFF proteina u embrionalnom razvoju 
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niti se bavilo mogućim ulogama tih proteina u razvitku zametka. Na primjer, u dva rada 
prikazano je istraživanje ekspresije TFF mRNA u sluznici probavnog sustava tijekom 
embrionalnog razvoja miša, a otkriveno je da se TFF mRNA pojavljuje od 13. do 18. dana 
razvoja, odnosno od 15. dana razvoja do okota i da to pojavljivanje ima svoju dinamiku, 
odnosno, da se tijekom razvoja mijenja lokalizacija predominantne ekspresije TFF mRNA 
(156,157). Također, ekspresija gena za TFF1, 2 i 3 zapažena je u mozgu mišjeg embrija 
starosti 16 i 18 dana (76). 
S obzirom na rasprostranjenost TFF proteina u zrelim tkivima, brojne uloge u 
fiziološkim i patološkim procesima, a posebice učinke na migraciju stanica, angiogenezu i 
apoptozu, koji predstavljaju osnovna razvojna zbivanja, potrebno je detaljno istražiti 
vremenski i prostorni raspored njihovog pojavljivanja u tkivima i organima tijekom razvoja. 
Svaki doprinos boljem razumijevanju razvoja zametka i uloge koju u njemu imaju pojedine 
molekule, pridonosi boljem razumijevanju fiziološkog funkcioniranja organizma i nastanka 
prirođenih malformacija te etiopatogeneze tumora. Tijekom intrauterinog razvoja organizma 
odvija se diferencijacija tkiva i njihov rast, stoga su pritom proliferacija i migracija stanica 
intenzivne, kao i međudjelovanje stanica i međustanične tvari. O usklađenosti i uspješnosti tih 
procesa ovisi preživljavanje, rast, razvoj i zdravlje organizma. 
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2. HIPOTEZA 
 
Osnovna hipoteza je da su TFF 1 i 3 proteini prisutni u tkivima mišjeg zametka, a 
njihov smještaj analogan je onome u tkivima odraslog miša. Budući da su TFF 1 i 3 proteini 
uključeni u temeljne procese u embriogenezi, pojavljivanje TFF 1 i 3 proteina u tkivima 
zametka ovisi o stadiju razvoja miša, odnosno stupnju diferencijacije tkiva. 
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3. CILJ ISTRAŽIVANJA 
 
 
Na temelju hipoteze postavljeni su slijedeći specifični ciljevi: 
  
 istražiti prisutnost TFF1 i TFF3 proteina u tkivima mišjih zametaka različitih 
razvojnih stadija, od 14 do 18 dana starosti; 
 usporediti tkivni smještaj TFF1 i TFF3 proteina s već poznatim podacima dobivenim 
na tkivima odraslih miševa i ljudi; 
 opisati prisutnost TFF1 i TFF3 proteina u tkivima ovisno o podrijetlu prema 
embrionalnim zametnim listićima; 
 utvrditi postoje li značajne histomorfološke razlike u građi epifizne ploče i spužvaste 
kosti u sekundarnim centrima okoštavanja kostiju divljeg tipa miševa i miševa s 
isključenim genom TFF3;  
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4. MATERIJAL I METODE  
 
 
4.1. Materijal 
 
Istraživanje prisutnosti TFF1 i TFF3 proteina u mišjim zamecima vršilo se na 
zamecima CD1 miševa starosti 14 do 18 dana, koji su uzeti iz embriološke zbirke mišjih 
zametaka različitih razvojnih stadija Katedre za histologiju i embriologiju Medicinskog 
fakulteta u Osijeku. Postupak za dobivanje zametaka odgovarajuće starosti, tj. određenog 
razvojnog stadija provodi se na slijedeći način: nakon stavljanja ženki u kavez s mužjakom, 
svakog se jutra vrši pregled rodnice ženki u svrhu pronalaženja vaginalnog čepa, čija 
prisutnost znači početak trudnoće. Određenog dana, ovisno o tome koje starosti trebaju biti 
zameci, ženke se žrtvuju postupkom cervikalne dislokacije. Neposredno nakon žrtvovanja, 
pristupa se trbušnoj šupljini kirurškim putem, odvajaju se rogovi maternice sa zamecima i 
stavljaju u hladni PBS pufer (engl. phosphate buffered saline), gdje se zameci odvajaju od 
ovojnica. Zameci se fiksiraju u 4% paraformaldehidu i uklapaju u parafinske blokove. Daljnji 
postupak sa zamecima opisan je u odjeljku „Metode“. Ukupno je korišteno 23 mišja zametka, 
3-6 po razvojnom stadiju (broj po stadiju donekle varira, s obzirom na različit broj zametaka u 
pojedinoj trudnoći te da se neke zametke moralo isključiti zbog neodgovarajuće fiksacije i 
prožetosti parafinom).  
Za istraživanje histomorfologije kostiju korišteni su mužjaci miševa divljeg tipa 
visoko srođenih životinja razvijenih križanjem mišjih sojeva 129/Sv i C57BL/6j te miševa s 
isključenim genom TFF3, i jedni i drugi starosti 1 mjesec (28 do 31 dan). U ovom istraživanju 
korišteno je 5 miševa po skupini, ukupno 10. Životinje su uzgojene i hranjene u Vivariju 
Medicinskog fakulteta u Osijeku, pod režimom 12-satnih ciklusa svjetlo-tama, na prosječnoj 
temperaturi od 23,5 °C i relativnoj vlažnosti 50-60%. Hrana i voda bile su dostupne ad 
libidum. Žrtvovanje miševa za potrebe istraživanja histomorfologije kostiju izvršeno je u 
sklopu projekta MZOŠ „Uloga malih zaštitnih TFF proteina u zdravlju i bolesti “ (šifra 219-
0982914-2179, voditelj prof.dr.sc. Mirela Baus Lončar). Različiti sojevi divljeg tipa miševa 
korišteni su u embriološkom i morfometrijskom dijelu istraživanja, jer  je embriološka zbirka 
prikupljena od CD1 soja, a trenutku uzimanja uzoraka za morfometriju kosti na raspolaganju 
nam je bio gore navedeni soj. 
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4.2. Imunohistokemijski pokusi na mišjim zamecima 
 
Parafinski blokovi sa zamecima rezali su se na mikrotomu te su korišteni za 
imunohistokemijsko bojanje, a ujedno i za negativnu kontrolu. Blokovi su se rezali na 
mikrotomu marke Reichert-Jung model 2400 na rezove debljine 6μm i nanosili na adhezivna 
predmetna stakla Menzel-Gläser Polysine slides (Thermo Scientific, Rockford, SAD) ili 
ekvivalentna stakla drugog proizvođača te potom sušili. Rezovi su se zatim deparafinirali kroz 
niz otopina kako slijedi: 100% ksilol 2x15 min, 100% etilni alkohol 3x10 min, 70% etilni 
alkohol 1x10 min, H2O. Na preparatima se nakon toga vršilo 15-minutno blokiranje endogene 
peroksidaze 0,3%-tnim vodikovim peroksidom, te provelo izlaganje epitopa (antigen 
retrieval) u citratnom puferu (pH=6,0), zagrijavanjem u mikrovalnoj pećnici tijekom približno 
5 minuta. Blokiranje nespecifičnog vezanja učinilo se korištenjem SuperBlock® reagensa 
(Thermo Scientific, Rockford, SAD) tijekom najmanje 30 minuta. Pročišćeno poliklonalno 
zečje primarno protutijelo (vlastito) nanosilo se u koncentraciji 1:500 za TFF1 i 1:5000 za 
TFF3 te se pristupilo inkubiranju rezova na 4°C preko noći, dok se na negativne kontrole 
nanosilo PBS (pH=7,4) bez primarnog protutijela, te također držalo preko noći u istim 
uvjetima kao rezovi na koje je naneseno primarno protutijelo. Rezovi mišjeg želuca koristili 
su se kao pozitivne kontrole za TFF1, a debelog crijeva kao pozitivne kontrole za TFF3. 
Pozitivne kontrole prolazile su potpuno isti postupak kao ispitivani rezovi. Nakon inkubacije s 
primarnim protutijelom, rezovi su se ispirati u PBS-u u koji je dodan Tween (0,05%) (Sigma-
Aldrich, St. Louis; MO, SAD) 4 puta po 5 minuta. Nakon toga, biotinilirano sekundarno kozje 
protu-zečje protutijelo u razrjeđenju 1:300 (Dako, Glostrup, Danska)  nanosilo se na sve 
rezove i stajalo 30 minuta na sobnoj temperaturi. Uslijedilo je još 4 ispiranja u PBS-u s 0,05% 
Tween-a, a zatim su se rezovi inkubirali sa streptavidinom konjugiranim s peroksidazom iz 
hrena (Streptavidin-HRP) (Dako ili Sigma) u razrjeđenju 1:300 na sobnoj temperaturi tijekom 
slijedećih 30 minuta. Nakon još 4 ispiranja u PBS-u s Tween-om, nanesena je otopina 3,3'- 
diaminobenzidina (DAB, supstrat) pripremljena iz seta otopina DAB Peroxidase Substrate Kit  
(Vector) ili, alternativno, pripremljena iz 3,3'- diaminobenzidina u prahu (Sigma-Aldrich). 
Slijede daljnja 4 ispiranja u PBS-u s Tween-om, a nakon njih su se preparati kontrastno 
obojili hemalaunom (counterstaining) i dehidrirali u otopinama kako slijedi: 96% etilni 
alkohol 2x15 minuta, 100% etilni alkohol 2x15 minuta, 100% ksilol 2x10 minuta. Na kraju 
postupka nanesen je kanada balzam i na njega stavljeno pokrovno staklo te se tako dobilo 
trajne preparate. Preparati su fotografirani digitalnim fotografskim aparatom marke 
Olympus®, model C-5050, spojenim na mikroskop marke Olympus®, model BX-50. Za 
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slikanje je korišten QuickPHOTO Pro softver (Promicra s.r.o, Prag, Republika Češka). 
Zameci za ovaj dio pokusa uzeti su iz embriološke zbirke mišjih zametaka Katedre za 
histologiju i embriologiju Medicinskog fakulteta u Osijeku. Imunohistokemijski podaci nisu 
semikvantitativno analizirani. Jedan od razloga je što su ti podaci dobiveni ručnim 
izvođenjem pokusa, a zbog toga se pojedine serije bojenja u određenoj mjeri razlikuju u 
intenzitetu bojenja, kako samog signala imunokompleksa, tako i kontrastnog bojenja 
hemalaunom. Zbog toga bi se semikvantitativnom analizom dobile lažne razlike među 
pojedinim preparatima. Osim toga, cilj je bio istražiti prisutnost i lokalizaciju, a ne 
kvantitativno opisati ekspresiju navedenih proteina (144). 
 
4.3. Analiza kostiju divljeg tipa miševa i miševa s isključenim genom TFF3 
 
Nakon žrtvovanja, miševima se odstranilo donje udove te su se izolirale kosti (lijeva i 
desna tibia). Nakon pažljivog uklanjanja suvišnog tkiva (skeletna muskulatura, tetive i dr.), 
kosti su se stavile u 4%-tni paraformaldehid i fiksirale najmanje 24h. Nakon fiksacije, kosti su 
premještene u otopinu za dekalcinaciju (5%-tna dušična kiselina), koja traje 24 h. 
Dekalcinirane kosti standardnim postupkom uklopljene su u parafinske blokove te izrezane na 
mikrotomu u rezove debljine 6μm. Rezovi su obojeni trikromnim bojanjem po Massonu. 
Preparati su se slikali digitalnim fotografskim aparatom marke Olympus®, model C-5050, 
spojenim na mikroskop marke Olympus®, model BX-50. Za slikanje je korišten 
QuickPHOTO Pro softver (Promicra s.r.o, Prag, Republika Češka). Na fotografijama su se 
vršila mjerenja i analize uz pomoć računalnih programa QuickPHOTO Pro i Ellipse (ViDiTo, 
Košice, Slovačka).  
Za analizu epifizne ploče rasta uzeti su reprezentativni rezovi iz sredine kosti (na 
primjer nisu se uzimali u obzir rezovi izvan srednje dvije trećine epifizne ploče), i to po 3 reza 
za svaku kost. Vršilo se mjerenje ukupne debljine epifizne ploče, kao i pojedinih zona 
enhondralnog okoštavanja (zona mirovanja, zona umnažanja, zona hipertrofije i zona 
ovapnjele hrskavice), s tim da zbog pružanja zone okoštavanja duboko u dijafizu kosti te 
nemogućnosti preciznog određivanja njene debljine, njena debljina nije mjerena. Mjerenje je 
učinjeno na način da se u relevantnom području ploče rasta učini 3 mjerenja i iz tih vrijednosti 
izračuna prosječna vrijednost, koja se potom koristila u statističkoj analizi. Osim mjerenja 
debljine izvršena je i deskriptivna, morfološka procjena organizacije i izgleda hondrocita u 
ploči rasta te je na po tri različita reza za svaku kost izračunata gustoća hondrocita po jedinici 
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površine, tako da se u zadanom okviru koji se proteže kroz sve 4 ispitivane zone epifizne 
ploče prebroji sve hondrocite te se taj broj podijeli s površinom kvadrata izraženoj u mm2. Iz 
dobivenih vrijednosti izračunata je prosječna vrijednost gustoće hondrocita za svaku 
ispitivanu kost te su te vrijednosti analizirane statističkim testom. Metoda opisana u ovom 
odlomku razvijena je na temelju drugih sličnih istraživanja (158–163). 
 Za dobivanje histomorfometrijskih parametara sekundarnih centara okoštavanja, 
slikane su digitalne fotografije uz pomoć Olympus BHA mikroskopa (Olympus, Tokyo, 
Japan) i Pulnix digitalne kamere (Pulnix, Yokohama, Japan) povezanih sa stolnim računalom. 
Slike su načinjene pod povećanjem 100 × te su na njima izvršena mjerenja uz pomoć 
poluautomatskog sustava za analizu slike s Issa softverom (VamsTec, Zagreb, Croatia) 
 Gustoća volumena koštanih gredica spužvaste kosti (BV/TV, izražen u %) izveden je 
iz dvodimenzionalnih mjerenja područja kosti (B.Ar) i područja spužvaste kosti (T.Ar) prema 
Parfittovoj formuli (164): 
BV/TV = 100B.Ar/T.Ar 
Gustoća površine spužvaste kosti (BS/TV, izražena u /mm) izračunata je iz mjerenja 
opsega koštanih gredica (B.Pm) i područja kosti (B.Ar): 
BS/TV = B.Pm/B.Ar 
 Izračunate su i tri dodatne vrijednosti, kako bi se procijenila arhitektura spužvaste 
kosti: 
1) Debljina koštanih gredica (Tb.Th, izražena u µm), izvedena iz mjerenja opsega 
koštanih gredica (B.Pm) i područja kosti (B.Ar) prema Parfittovoj formuli: 
Tb.Th = (B.Ar/B.Pm)(π/2) 
2) Broj koštanih gredica (Tb.N, izražen u /mm) izveden iz mjerenja opsega koštanih 
gredica (B.Pm) i područja spužvaste kosti (T.Ar) prema formuli: 
Tb.N = (B.Pm/T.Ar)×10 
3) Razdvojenost koštanih gredica (Tb.Sp, izražena u µm) izvedena prema formuli: 
Tb.Sp = (1000×T.Ar - B.Ar)/B.Pm 
 Životinje za ovaj dio pokusa žrtvovane su u sklopu projekta „Uloga malih zaštitnih 
TFF proteina u zdravlju i bolesti“ voditeljice prof.dr.sc. Mirele Baus Lončar. 
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4.4. Statističke metode 
 
Numerički podaci koji su dobiveni mjerenjem histomorfometrijskih parametara 
testirani su Mann-Whitneyevim U testom s obzirom na veličinu uzorka (5 miševa po skupini). 
Sve P vrijednosti su dvostrane. Razina značajnosti postavljena je na α=0,05. Za statističku 
analizu korišten je program Statistica (inačica 12, StatSoft.inc, Tulsa, Oklahoma, SAD). 
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5. REZULTATI 
 
5.1. Imunohistokemijski pokusi 
 
Imunohistokemijski pokusi provedeni su na sveukupno dvadeset i tri zametka, od tri 
do šest po razvojnom stadiju. Nakon provedenih pokusa, preparati su analizirani pod 
svjetlosnim mikroskopom. S obzirom da su rezultati imunohistokemijskih pokusa dobiveni 
ručno, pojedine serije donekle se međusobno razlikuju u intenzitetu bojanja, što je uzeto u 
obzir prilikom analize. Na negativnim kontrolama nije uočen imunohistokemijski signal, dok 
su se pozitivne kontrole obojile specifično za TFF1 i TFF3 signal (Slika 5.1.). Prikaz rezultata 
nalazi se u tablici 5.1. za TFF1 i u tablici 5.2. za TFF3. U vrlo malom broju slučajeva zbog 
artefakta nedostaje podatak za određeni organ.  
 
 
Slika 5.1. Prikaz pozitivnih i negativnih kontrola u pokusima imunohistokemije. A i B: 
presjek kroz epitel glandularnog dijela mišjeg želuca (kontrole za TFF1 protein); C i D: 
presjek kroz mišje tanko crijevo (kontrole za TFF3 protein). A i C: pozitivna kontrola; B i D: 
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negativna kontrola. Uočava se izražen imunohistokemijski signal (smeđe bojenje) u epitelnim 
stanicama želučane sluznice, kao i u vrčastim stanicama tankog crijeva. Povećanje: 400×. 
 
Tablica 5.1. Sažet prikaz rezultata imunohistokemijskog bojenja na TFF1 protein, na 
zamecima starosti 14 do 18 dana. Pojašnjenje kratica: E14.1. – prva brojka označava starost 
zametka, a druga redni broj zametka (dakle, E14.1. znači zametak star 14 dana, redni broj 1, 
E15.3. – zametak star 15 dana, redni broj 3 i tako dalje). UŠ – usna šupljina; Ž – želudac; TC 
– tanko crijevo; DC – debelo crijevo; G – gušterača; J – jetra; NŠ – nosna šupljina; P – pluća; 
B – bubreg; MM – mokraćni mjehur; M – mozak; KM – kralježnična moždina; Gn – gangliji; 
K – koža; H – hrskavica; EO – enhondralno okoštavanje; (-) – nema signala; (-/+) – nejasan 
ili vrlo slab signal; (+) – jasan signal;  ND – nije dostupno. 
 
Zametak UŠ Ž TC DC G J NŠ P B MM M KM Gn K H EO 
E14.1. + -/+ - - - -/+ -/+ + -/+ + + + -/+ + - + 
E14.2. + -/+ -/+ -/+ -/+ -/+ + + - -/+ + + + + - + 
E14.3. + - - - - - - - - - -/+ -/+ -/+ -/+ - -/+ 
E14.4. -/+ - - - -/+ - - -/+ - - -/+ -/+ -/+ -/+ - -/+ 
E14.5. + - - - - -/+ - - - -/+ -/+ + -/+ -/+ - + 
E15.1. + -/+ - - -/+ -/+ -/+ - + ND + + -/+ -/+ - + 
E15.2. + -/+ -/+ -/+ + -/+ -/+ + + - + + + + - + 
E15.3. + -/+ -/+ -/+ + -/+ -/+ - -/+ - + + + + - + 
E15.4. + -/+ -/+ - -/+ -/+ - + + - + + + + - + 
E15.5. + - - - - -/+ -/+ - + + + + + + - + 
E16.1. + + -/+ - - -/+ + -/+ + -/+ + + + + - + 
E16.2. -/+ + -/+ -/+ + -/+ + -/+ -/+ -/+ -/+ + + -/+ - + 
E16.3. + + -/+ - -/+ -/+ + - + - + + + + - + 
E16.4. + -/+ - - -/+ -/+ -/+ - + - + + + -/+ - + 
E16.5. + - - - + + + -/+ + - + + + + - + 
E16.6. + + -/+ - + -/+ + -/+ -/+ -/+ + -/+ + + - + 
E17.1. + + + + + + + + + + + + + + - + 
E17.2. + ND + + + -/+ + + + -/+ + + -/+ -/+ - + 
E17.3. + + + -/+ + -/+ + + + - + + + + - + 
E18.1. + + + - + -/+ + + -/+ -/+ -/+ -/+ -/+ + - + 
E18.2. + + + -/+ + - + + -/+ -/+ + + -/+ + - + 
E18.3. + + + -/+ -/+ -/+ + -/+ + -/+ + + -/+ + - + 
E18.4. + + + -/+ + -/+ + -/+ + -/+ + + + + - + 
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Tablica 5.2. Sažet prikaz rezultata imunohistokemijskog bojenja na TFF3 protein, na 
zamecima starosti 14 do 18 dana. Pojašnjenje kratica: E14.1. – prva brojka označava starost 
zametka, a druga redni broj zametka (dakle, E14.1. znači zametak star 14 dana, redni broj 1, 
E15.3. – zametak star 15 dana, redni broj 3 i tako dalje). UŠ – usna šupljina; Ž – želudac; TC 
– tanko crijevo; DC – debelo crijevo; G – gušterača; J – jetra; NŠ – nosna šupljina; P – pluća; 
B – bubreg; MM – mokraćni mjehur; M – mozak; KM – kralježnična moždina; Gn – gangliji; 
K – koža; H – hrskavica; EO – enhondralno okoštavanje; (-) – nema signala; (-/+) – nejasan 
ili vrlo slab signal; (+) – jasan signal;  ND – nije dostupno. 
 
Zametak UŠ Ž TC DC G J NŠ P B MM M KM Gn K H EO 
E14.1. -/+ -/+ -/+ - + + -/+ -/+ -/+ - + + + + - + 
E14.2. - + -/+ - -/+ + - + - - + + + + - + 
E14.3. + + - - + + -/+ + - -/+ + + -/+ + - + 
E14.4. + + + + + + + -/+ -/+ -/+ + + -/+ + - + 
E14.5. + -/+ + + + + + -/+ + - + + + + - + 
E15.1. + -/+ + + + + + + + ND + + + + - + 
E15.2. + -/+ + + + + + -/+ + + + + + + - + 
E15.3. + -/+ -/+ - + + + - -/+ ND + + + + - + 
E15.4. -/+ -/+ + + -/+ + + -/+ + -/+ + + + + - + 
E15.5. + -/+ + + -/+ + + - + + + + + + - + 
E16.1. + + + + + + + + + + + + + + - + 
E16.2. + -/+ + + + + + + + -/+ + + + + -/+ + 
E16.3. + -/+ + + + + + + + -/+ + + + + - -/+ 
E16.4. + + + + + + + -/+ + + + + + + - + 
E16.5. + + + + + + + -/+ + -/+ + + + + - + 
E16.6. + + + + + + + + + -/+ + + + + - + 
E17.1. + + + + + + + + + + + + + + - + 
E17.2. + ND + + + + + + + + + + + + - + 
E17.3. + + + + - -/+ + + + -/+ + + + + - + 
E18.1. + + + + + + + + + + + + + + - + 
E18.2. + + + + -/+ -/+ + + + -/+ + + -/+ + - + 
E18.3. + -/+ + + + -/+ + + + -/+ + + + + - + 
E18.4. + + + + + + + + + -/+ + + + + - + 
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5.1.1. Probavni sustav 
 
Analiza prisutnosti TFF1 proteina 
 
Signal za TFF1 pronađen je u različitim dijelovima probavnog sustava. U usnoj je 
šupljini signal prvenstveno pronađen u citoplazmi stanica mnogoslojnog pločastog epitela. 
Signal je bio slab do umjeren u zametaka 14 dana starosti, a u ostalih (od 15 do 18 dana 
starosti) umjeren. Od ostalih tkiva u usnoj šupljini, blag do umjeren signal uočen je u 
stanicama skeletnog mišića jezika te u stanicama epitelnog i mezenhimskog podrijetla osnove 
zuba, na primjer, odontoblastima i ameloblastima (Slika 5.2. A).  
 
 
Slika 5.2. A: Prisutnost TFF1 u kasnoj fazi razvoja zuba. Signal se vidi u ameloblastima 
(AM) i odontoblastima (OD) te nešto slabije u stanicama vanjskog caklinskog epitela. 
Mjestimično se javlja signal u stanicama papile zuba. Zametak starosti 18 dana; povećanje 
200×. B: TFF3 u mnogoslojnom pločastom epitelu predvorja usne šupljine. Zametak starosti 
16 dana; povećanje 400×. 
 
Pregledavanjem presjeka kroz želudac u zametaka starih 14 i 15 dana, uglavnom nije 
uočena prisutnost TFF1 proteina, osim mjestimično i slabo u pojedinim stanicama epitela. U 
nekoliko zametaka starih 16 dana uočen je umjeren signal u epitelu glandularnog dijela želuca 
i slab signal u epitelu aglandularnog dijela. Međutim, na nekim zamecima starim 16 dana, 
bojenje je bilo slabije izraženo, iako prisutno. U zametaka starih 17 i 18 dana, signal je bio 
jasno vidljiv u epitelu želuca, s tim da je bio osobito jak u glandularnom dijelu, a nešto slabiji 
u aglandularnom dijelu (Slika 5.3. A i B).  
OD 
AM 
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Slika 5.3. Prisutnost TFF1 (fotografije A i B) i TFF3 proteina (fotografije C i D) u želucu 
mišjeg zametka starosti 18 dana. A i C: aglandularni dio želuca; B i D: glandularni dio želuca. 
Može se zapaziti izražen signal za TFF1 protein u glandularnom dijelu želuca (strelice), dok 
se aglandularni dio ne boja na taj protein. Umjereno bojenje za TFF3 vidi se u aglandularnom 
dijelu (strelice), a u glandularnom dijelu ne. Povećanje: A, B i D: 400×; C: 200×. 
 
U razdoblju od 14 do 16 dana starosti u tankom crijevu uglavnom nije uočen signal za 
TFF1, dok je na stadijima E17 i E18 vidljiv bio signal u epitelnim stanicama, na pojedinim 
presjecima nešto izraženije u vrčastim stanicama. U debelom crijevu uglavnom nije zapažena 
prisutnost TFF1, osim mjestimično slabog bojanja ili signala na samoj apikalnoj površini 
epitelnih stanica i to u zametaka starosti 17 i 18 dana. 
U žlijezdama pridruženim probavnoj cijevi također se mogla uočiti prisutnost TFF1 
proteina. Acinusi gušterače bili su negativni na stadijima od E14 do E16, a na stadijima E17 i 
E18 uočen je slabiji signal u citoplazmi stanica seroznih acinusa. U vezivnom tkivu gušterače, 
odnosno, u nakupinama stanica koje podsjećaju na Langerhansove otočiće uočena je 
prisutnost TFF1, s tim da je signal bio slabiji u zametaka starosti 14 i 15 dana, no u zametaka 
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starosti od 16 do 18 dana bio je umjeren do jak (Slika 5.5. A). U jetri je signal bio slab i 
neodređen na svim stadijima razvoja, tako da se na temelju imunohistokemije ne može 
objektivno procijeniti prisutnost TFF1 u jetri mišjih zametaka starosti 14 do 18 dana. Žlijezde 
slinovnice nisu bile pozitivne na TFF1, barem ne žljezdani epitel. U intersticiju su 
mjestimično bile prisutne pozitivne stanice. 
  
Analiza prisutnosti TFF3 proteina 
 
TFF3 protein pronađen je duž probavne cijevi, no u određenoj mjeri drugačije 
raspoređen nego TFF1. U usnoj su šupljini stanice mnogoslojnog pločastog epitela blago do 
umjereno pozitivne na svim istraženim stadijima razvoja (Slika 5.2. B). Na presjecima kroz 
razne faze razvoja zuba, također je pronađen signal za TFF3 u stanicama epitelnog i 
mezenhimnog podrijetla, na primjer, stanicama caklinskog epitela, zvjezdolike mrežice i 
odontoblastima. Premda je signal u usnoj šupljini vidljiv i na preparatima zametaka starih 14 
dana, na njima je nešto slabiji nego na preparatima starijih zametaka.  
Zameci na razvojnim stadijima E14 i E15 imali su slabu ili nikakvu ekspresiju TFF3 u 
epitelu želuca. Tamo gdje je bio prisutan, nalazio se na apikalnoj površini epitelnih stanica. 
Na stadiju E16 signal je bio izraženiji, premda ne prisutan na svim prerezima. Na stadijima 
E17 i E18 signal je bio jasno vidljiv u sluznici želuca, više u aglandularnom nego u 
glandularnom dijelu (Slika 5.3. C i D).  
U tankom crijevu signala uglavnom nije bilo na stadiju E14, dok je na stadiju E15 bio 
nešto jače izražen, ali još uvijek slabo. Na tim stadijima vrčaste stanice još se nisu mogle 
uočiti. Na stadijima E16 – E18 vrčaste stanice snažno se boje slično kao u crijevu odrasle 
životinje. Također, nešto sasušenog crijevnog sadržaja bilo je pozitivno na TFF3. Sličan 
obrazac prisutnosti nađen je u debelom crijevu, s tim da na stadiju E16 vrčaste stanice nisu još 
svuda jednako diferencirane. Stoga je signal na stadijima E14 i E15 slabo izražen i to 
uglavnom samo na apikalnoj površini stanica. Od stadija E16, a osobito na stadijima E17 i 
E18, signal je snažno izražen u vrčastim stanicama, što je zbog njihove brojnosti posebno 
izraženo u rektumu (Slika 5.4.). 
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Slika 5.4. Prisutnost TFF3 proteina u sluznici crijeva. A: tanko crijevo mišjeg zametka starog 
17 dana; B: debelo crijevo mišjeg zametka starog 18 dana. Jak signal vidljiv je u vrčastim 
stanicama tankog i debelog crijeva (strelice). U ostalim epitelnim stanicama tankog crijeva 
vidi se nježno, najvjerojatnije pozadinsko bojanje. Povećanje: 400×. 
 
Acinusi gušterače bili su negativni na gotovo svim prerezima i na svim razvojnim 
stadijima, dok su se između acinusa mjestimično vidjele nakupine stanica pozitivnih na TFF3 
koje mogu odgovarati Langerhansovim otočićima (Slika 5.5. B).  
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Slika 5.5. Lokalizacija TFF1 i TFF3 proteina u tkivu gušterače. A: TFF1, mišji zametak star 
18 dana, povećanje 400×; B: TFF3, mišji zametak star 17 dana, povećanje 200×. Među 
seroznim acinusima egzokrinog dijela gušterače (*) oba proteina su prisutna u pojedinim 
stanicama tkiva koje, po smještaju i izgledu, može odgovarati Langerhansovim otočićima 
(strelice).  
 
 
* 
* 
* 
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U jetri signal na TFF3 je nehomogen i mjestimično se vidi slabo bojenje u 
hepatocitima, a nešto jače bojenje mjestimično u drugim stanicama koje morfološki 
odgovaraju stanicama hematopoetske loze. Žlijezde slinovnice su najvećim dijelom negativne 
na TFF3, iako se signal vidi u epitelnim stanicama pojedinih izvodnih kanalića kada su 
zahvaćene presjekom. 
 
5.1.2. Dišni sustav 
 
Respiracijski je epitel nosne šupljine na stadijima E14 i E15 mjestimično slabo 
pozitivan na TFF1, pretežno uz apikalnu površinu stanica. Na stadiju E16 vidi se nježno 
pozitivan respiracijski epitel, uglavnom u površinskom dijelu epitela, a na stadijima E17 i E18 
vidi se jasan signal u stanicama respiracijskog epitela, pretežno u citoplazmi, osobito vrčastih 
stanica (Slika 5.6. A). U plućima signal uglavnom nije prisutan na stadijima E14 i E15, 
eventualno sličan kao i u nosnoj šupljini. Slab signal javlja se na stadiju E16 mjestimično u 
citoplazmi stanica epitela dušnika i njegovih većih ogranaka. TFF1 bio je prisutan u većim 
ograncima bronhalnog stabla u epitelu uključujući trepetljike, na stadijima E17 i E18 (Slika 
5.7. A). U alveolama i manjim ograncima bronhiola nije uočena prisutnost TFF1 proteina. 
TFF3 nađen je u respiracijskom epitelu nosne šupljine i to naročito u zametaka starosti 
16 do 18 dana, kod kojih je pronađen umjereno snažan signal u stanicama respiracijskog 
epitela, osobito u području trepetljika te u vrčastim stanicama (Slika 5.6 B). U zametaka 
starosti 14 i 15 dana mjestimično je nađen slabiji signal i to ne na svim presjecima. U plućima 
je TFF3 bio lokaliziran pretežno u respiracijskom epitelu, uglavnom u vrčastim stanicama i 
području trepetljika većih ogranaka bronhalnog stabla i u bronhiolima, na stadijima E17 i 
E18, dok ga se u manjim ograncima nije uočilo (Slika 5.7. B). U ranijih stadija signal je 
slabiji ili ga uopće nema.  
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Slika 5.6. Lokalizacija TFF1 i TFF3 proteina u respiracijskom epitelu nosne šupljine. A: 
Respiracijski epitel pozitivan na TFF1; zametak star 17 dana. B: Respiracijski epitel pozitivan 
na TFF3; zametak star 16 dana. Signal je za oba proteina osobito vidljiv u vrčastim stanicama 
(strelice) i u području trepetljika na površini epitela (*). Povećanje: A: 400×; B: 400×, 
obrezano. 
* * 
* * 
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Slika 5.7. TFF proteini u tkivu pluća. A: Respiracijski epitel bronha pozitivan na TFF1 
(strelice); zametak starosti 18 dana. Povećanje 400×. B: Respiracijski epitel bronhiola je 
pozitivan na TFF3 (strelice). Ostatak plućnog tkiva je negativan. Zametak starosti 17 dana. 
Povećanje 200×. 
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5.1.3. Mokraćni sustav 
 
Oba proteina pronađena su u mokraćnom sustavu zametaka. Bubreg i mokraćni 
mjehur dva su glavna mjesta na kojima se tražila prisutnost TFF1 i TFF3 proteina. Signal za 
TFF1 bio je slab ili nije bio prisutan na stadijima E14 i E15, dok je na stadijima od E16 do 
E18 bio dobro vidljiv i konzistentan. Mogao se uočiti u sustavu kanalića u razvoju, kako u 
kori, tako i u srži. Pozitivni kanalići kore morfološki su odgovarali proksimalnim i distalnim 
kanalićima te u srži sustavu Henleove petlje i sabirnim kanalićima (Slika 5.8. A i B). TFF3 
pronađen je u bubrežnim kanalićima, gdje je signal bio jači nego za TFF1 protein (Slika 5.9.). 
Iako se na pojedinim rezovima lagano bojenje uočavalo i u zametaka starih 14 dana, umjeren 
do jak signal u bubregu uočen je 15. dana embrionalnog razvoja i na kasnijim stadijima. 
Imunohistokemijsko bojenje prvenstveno se uočavalo u kanalićima, i to kanalićima kore, koji 
morfološki mogu odgovarati i proksimalnim i distalnim zavijenim kanalićima te kanalićima 
srži koji morfološki mogu odgovarati debelom kraku Henleove petlje i sabirnim kanalićima. I 
kod bojenja na TFF1 i na TFF3, sabirni kanalići bili su slabije obojeni nego kanalići 
podrijetlom iz bubrežnog mjehurića. Stanice su glomerula uglavnom bile negativne na svim 
razvojnim stadijima, a kortikalni presjeci kroz mokraćovodne pupoljke i cijelu nefrogenu 
zonu su također bili negativni, kao i okolno vezivno tkivo i bubrežna čahura. 
Tkivo je mokraćnog mjehura uglavnom bilo negativno na TFF1, s nekoliko iznimaka, 
gdje je slab signal uočen u prijelaznom epitelu i to uglavnom bliže uretri. Mjestimično je i 
mišićni sloj bio blago pozitivan. Slično je i s TFF3, tkiva mokraćnog mjehura većinom su bila 
negativna, mjestimično je uočen slab signal u epitelu i glatkim mišićima, a umjeren signal u 
ganglijskim stanicama u stjenci mokraćnog mjehura.  
 
34 
 
 
Slika 5.8. Lokalizacija TFF1 proteina u bubregu zametka starog 17 dana. A: Kora bubrega. 
TFF1 signal vidljiv je u zavijenim kanalićima kore (ZK), dok ga u glomerulima (G), vezivu i 
preostalim dijelovima mokraćovodnog pupoljka (MP) u kori nema. B: Srž bubrega. TFF1 
signal vidljiv je u presjecima kroz kanaliće Henleove petlje (HP) te sabirne kanaliće (SK). 
Vezivno tkivo je negativno. Povećanje: 200×. 
 
G 
MP 
ZK 
HP 
SK 
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Slika 5.9. Lokalizacija TFF3 proteina u bubregu zametka starog 17 dana. Raspodjela signala i 
u kori i u srži ista je kao i u slučaju TFF1, što znači da se pozitivni signal nalazi u zavijenim 
kanalićima kore te presjecima kroz Henleovu petlju i sabirne kanaliće srži, a u glomerulima i 
ostatku mokraćovodnog pupoljka ga nema. Povećanje: 200×. 
 
5.1.4. Živčani sustav 
 
Rezovi su prikazali različite dijelove živčanog sustava zametaka. Nisu uočene nikakve 
morfološke nepravilnosti, a živčano tkivo bilo je u skladu s razvojnim stadijima koji su 
istraživani. Prisutnost TFF1 i TFF3 proteina zapažena je u različitim dijelovima živčanog 
sustava zametaka na svim istraženim razvojnim stadijima. Promatranju su bili dostupni 
mozak, kralježnična moždina,  spinalni gangliji, mjestimično i cerebralni gangliji.  
TFF1 pronađen je u tijelu ganglijskih stanica spinalnih ganglija i u trigeminalnom 
gangliju. Signal imunohistokemijskog bojanja bio je prisutan u citoplazmi, dok u jezgri 
uglavnom nije. Također, blaga do umjerena prisutnost TFF1 proteina zapažena je u bijeloj 
tvari posvuda u embrionalnom živčanom sustavu. Pozitivni su bili različiti neuroni mozga i 
kralježnične moždine te neke od glija stanica (Slika 5.10 A, C, E).  
TFF3 bio je prisutan u citoplazmi i u jezgri ganglijskih stanica spinalnih ganglija i 
trigeminalnog ganglija, a nađen je i u citoplazmi te jezgrama neurona smještenih u raznim 
područjima mozga i produljene moždine. Neuroni sive tvari kralježnične moždine bili su 
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također pozitivni. U središnjem živčanom sustavu zametaka uočeno je difuzno, nježno 
bojenje bijele tvari (Slika 5.10 B, D, F). Stanice koroidnog spleta bile su pozitivne i na TFF1 i 
na TFF3. Detaljna lokalizacija TFF1 i TFF3 proteina u pojedinim regijama mozga nije 
istražena.  
Slab do umjeren signal pronađen je i u hipofizi. U adenohipofizi su pronađena oba 
proteina, a obojile su se samo pojedine stanice. S obzirom na dob zametka i građu 
adenohipofize, nije bilo moguće točno odrediti koje su stanice pozitivne, a koje ne. Signal u 
adenohipofizi bio je umjeren za TFF1 i nešto slabiji za TFF3, dok je u neurohipofizi 
prisutnost TFF3 bila bolje vidljiva nego TFF1 (Slika 5.11). 
Oba proteina bila su prisutna i u ganglijskim stanicama perifernog živčanog sustava; 
na primjer, unutar mišićnog sloja želuca i mokraćnog mjehura. Na nekim je mjestima presjek 
zahvatio i periferni živac, gdje je uočeno difuzno bojenje bijele tvari na oba proteina koje je 
odgovaralo bojenju bijele tvari u središnjem živčanom sustavu istih zametaka. Prisutnost TFF 
proteina u živčanom sustavu mišjih zametaka bila je podjednaka na svim ispitanim razvojnim 
stadijima. 
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Slika 5.10. Prisutnost TFF proteina u središnjem živčanom sustavu. A: Neuroni hipokampusa 
zametka starog 16 dana blago pozitivni na TFF1 (*). B: Umjeren TFF3 signal u neuronima 
olfaktornog bulbusa zametka starog 16 dana (strelice). C: Prisutnost TFF1 proteina u 
neuronima i bijeloj tvari kralježnične moždine zametka starog 15 dana (strelice). D: TFF3 
protein vidljiv je u neuronima i slabije u bijeloj tvari kralježnične moždine zametka starog 15 
dana (strelice). E: TFF1 signal u ganglijskim stanicama (*) spinalnog ganglija zametka starog 
15 dana. F: Prisutnost TFF3 proteina u ganglijskim stanicama (*) spinalnog ganglija zametka 
starog 15 dana. Signal je nešto izraženiji u jezgrama ganglijskih stanica. Povećanje: 400×. 
* * 
* 
* 
* 
* 
38 
 
 
 
Slika 5.11. TFF proteini u hipofizi mišjeg zametka. A: TFF1 vidljiv je u oba prikazana režnja 
hipofize, s izraženijim bojenjem u pojedinim stanicama adenohipofize i blažim, ali difuznim 
signalom u neurohipofizi. Zametak star 16 dana. B: TFF3 je također prisutan u oba vidljiva 
režnja. Signal je umjeren i difuzno prisutan u tkivu neurohipofize, dok su samo neke stanice 
adenohipofize pozitivne i to slabije nego neurohipofiza. Zametak star 17 dana. AH: 
adenohipofiza; NH: neurohipofiza. Povećanje: 400×. 
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5.1.5. Okoštavanje i kost 
 
Na rezovima zametaka svih starosti, bili su vidljivi centri enhondralnog okoštavanja na 
raznim mjestima (kosti neurokranija i viscerokranija, rebra, kralješci, prednji i stražnji udovi 
te zdjelica). U kostima koje nastaju enhondralnim okoštavanjem moglo se pronaći različite 
faze enhondralnog okoštavanja sa svim pripadajućim zonama. Dok je zona mirovanja bila 
negativna s obzirom na TFF1 i TFF3, oba su peptida bila prisutna u citoplazmi hondrocita u 
zoni proliferacije, zoni hipertrofije, zoni ovapnjele hrskavice i zoni okoštavanja. U zoni 
okoštavanja pozitivne stanice bile su raspoređene na površini novonastale kosti, a morfološki 
su odgovarale osteoblastima (Slika 5.12). Signal imunohistokemijskog bojenja nije zapažen u 
novonastalom koštanom matriksu. U hrskavici koja ne podliježe enhondralnom okoštavanju, 
kao što su hrskavice dušnika i bronha, hrskavica zglobnih ploština te ventralni dijelovi rebara, 
TFF proteini nisu bili prisutni. 
U područjima intramembranskog okoštavanja (pretežito kosti lubanje) novonastala 
kost bila je negativna na TFF1, no stanice koje po položaju i izgledu odgovaraju 
osteoblastima bile su umjereno pozitivne na svim stadijima razvoja. Slično je i kod bojenja na 
TFF3, stanice koje odgovaraju osteoblastima bile su umjereno do jako pozitivne, dok je 
koštani matriks bio negativan, osim u par slučajeva, gdje se i on lagano obojio, no to bi mogla 
biti superpozicija signala ili lagano pozadinsko bojanje (Slika 5.13). 
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Slika 5.12. TFF proteini prisutni su u enhondralnom okoštavanju. A: TFF1 signal nije 
prisutan u zoni mirovanja, dok se jasno može uočiti u različitim zonama enhondralnog 
okoštavanja (EO) u rebru 16 dana starog mišjeg zametka. Povećanje: 200×. B: TFF3 signal u 
zoni proliferacije (ZP), zoni hipertrofične hrskavice (ZH) i zoni ovapnjele hrskavice (ZOH) 
tijekom enhondralnog okoštavanja humerusa 17 dana starog mišjeg zametka. Povećanje: 
400×, obrezano. C: TFF3 signal u zoni ovapnjele hrskavice (ZOH) i zoni okoštavanja (ZO) 
tijekom enhondralnog okoštavanja humerusa zametka starog 14 dana. Stanice koje morfološki 
odgovaraju osteoblastima nanizane su uz novonastale koštane gredice i pozitivne su na TFF3, 
dok je koštani matriks negativan. Povećanje: 400×, obrezano. 
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Slika 5.13. TFF proteini u intramembranskom okoštavanju. A: TFF1 protutijelo; B: TFF3 
protutijelo. Signal se vidi u stanicama koje odgovaraju osteoblastima (strelice), dok je 
novostvoreni matriks negativan (*). Povećanje: 400×. 
 
  
* 
* 
* 
* 
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5.1.6. Koža i osjetni organi 
 
Na razvojnim stadijima E14 i E15 epidermis još uvijek nije imao karakteristične 
slojeve, što je u skladu s normalnim embrionalnim razvojem. Na stadiju E16, a osobito E17 i 
E18 može se uočiti slojevitost epidermisa. Na stadijima E14 i E15 može se vidjeti slab do 
umjeren difuzan signal za TFF1 i TFF3 u stanicama epidermisa. Kako se formiraju slojevi 
epidermisa, signal je uglavnom lokaliziran u srednjim slojevima epidermisa (stratum 
spinosum i stratum granulosum), u stratum corneumu se javlja samo mjestimično i to kod 
bojenja na TFF3 na stadiju E18, dok je stratum basale skoro na svim presjecima negativan na 
oba TFF proteina. Imunohistokemijski signal bio je prisutan i u folikulu dlaka, u stanicama 
koje odgovaraju pozitivnim epidermalnim slojevima. Bojenje na TFF3 bilo je intenzivnije 
nego na TFF1. U dermisu nije uočen signal ni za jedan TFF protein (Slika 5.14). 
Od osjetnih organa, pozitivan signal uočen je u nekim strukturama oka i uha u razvoju. 
TFF1 signal podjednakog je intenziteta na svim razvojnim stadijima oka, uglavnom slab do 
umjeren (Slika 5.15. A), dok je TFF3 signal nešto intenzivniji na stadijima od E14 do E16 
(umjeren), a slab do umjeren na stadijima E17 i E18. Lokalizacija signala za oba proteina bila 
je uglavnom u mrežnici te epitelu rožnice i spojnice, no vidi se i u leći te optičkom živcu. U 
unutarnjem uhu signal za TFF1 i TFF3 pronađen je pretežno u stanicama epitela različitih 
dijelova membranoznog labirinta, uglavnom pužnice i polukružnih kanalića. Na nekim 
presjecima zahvaćena je crista ampularis, u kojoj su se također neke stanice pozitivno obojile 
te ganglion spirale, koji je također bio slabo do umjereno pozitivan (Slika 5.15. B). Živčana 
vlakna osjetnih ganglija unutarnjeg uha bila su blago i difuzno pozitivna. Ostali dijelovi 
labirinta, uključujući vezivo i hrskavicu, bili su negativni. Signal za TFF3 bio je nešto 
intenzivniji od signala za TFF1 u unutarnjem uhu. TFF1 signal bio je slabiji na stadijima od 
E14 do E16, a slab do umjeren na stadijima E17 i E18, dok je TFF3 signal bio slab do 
umjeren na stadijima E14 do E17, a slabiji na stadiju E18.  
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Slika 5.14. Prisutnost TFF proteina (*) u epidermisu kože zametaka starosti 17 dana. A: 
TFF1; B: TFF3. Nježniji signal za TFF1 i jači signal za TFF3 u stratum granulosumu (SG) te 
stratum spinosumu (SS) epidermisa. Stratum corneum (SC) i stratum basale (SB) uglavnom 
su negativni. U dermisu nema signala. Povećanje: 400×. 
 
SC SG SS SB 
* 
* * 
SC    SG    SS     SB 
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Slika 5.15. Prisutnost TFF proteina u osjetnim organima. A: Mrežnica mišjeg zametka starog 
17 dana. TFF1 signal prisutan je u stanicama mrežnice u razvoju (*). B: Presjek unutarnjeg 
uha mišjeg zametka starog 17 dana u području pužnice. TFF3 protein vidi se u epitelu scale 
medije (E), uključujući i Cortijev organ u razvoju. Signal je prisutan i u jezgri te citoplazmi 
ganglijskih stanica gangliona spirale (GS). Povećanje: 200×.  
 
* 
* 
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5.1.7. Ostala tkiva 
 
Osim u prethodno navedenim organskim sustavima, signal za TFF1 i TFF3 pronađen 
je u još nekim tkivima. U mišićnim stanicama skeletnog i srčanog mišića javljao se blag do 
umjeren signal za oba proteina, a slab signal mogao se uočiti na nekim presjecima glatkih 
mišića u stjenkama cjevastih organa. Signal za oba proteina uočen je i na presjecima 
nadbubrežne žlijezde u stanicama kore i u srži, gdje pozitivne stanice odgovaraju ganglijskim 
stanicama. Na nekim rezovima zahvaćene su spolne žlijezde u kojima je mjestimično uočen 
slab signal. Smeđe masno tkivo i vezivo su uglavnom bili negativni za oba proteina. 
 
5.2. Histomorfometrija kostiju 
 
5.2.1. Analiza epifizne ploče 
 
Mjerenja epifizne ploče učinjena su na kostima mužjaka miševa starosti mjesec dana 
(Slika 5.16.). Medijan debljina epifizne ploče divljeg tipa bio je 212,33 µm, a kod životinja s 
isključenim genom TFF3 249,44 µm. Kao što se može vidjeti iz tablice 5.3., statistička 
analiza mjerenja epifiznih ploča pokazala je da nema značajne razlike između debljine 
epifizne ploče divljeg tipa i životinja s isključenim genom TFF3. Nije bilo značajne razlike ni 
u debljini pojedinih zona enhondralnog okoštavanja u epifiznoj ploči proksimalnog dijela 
tibije divljeg tipa i miševa s isključenim genom TFF3. 
Medijan gustoće hondrocita dobivene brojanjem hondrocita u području epifizne ploče 
definirane površine bio je  4220,12 stanica po kvadratnom milimetru u divljeg tipa, a 3786,55 
stanica po kvadratnom milimetru u životinja s isključenim genom TFF3. Gustoća hondrocita 
nije se značajno razlikovala između divljeg tipa i životinja s isključenim genom TFF3. Ti su 
podaci zajedno s P vrijednošću prikazani u tablici 5.4. 
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Slika 5.16. Snimka zaslona na kojoj se vidi epifizna ploča tibije miša s isključenim genom 
TFF3 te mjerenje ploče i pojedinih zona okoštavanja uz pomoć programa QuickPHOTO Pro. 
 
 Histomorfološkom procjenom četiri ispitane zone epifizne ploče rasta nije se moglo 
uočiti razlike u građi same ploče, rasporedu hondrocita ili drugih parametara. U obje skupine 
životinja epifizna ploča imala je karakterističan izgled i raspored stanica u zonama 
enhondralnog okoštavanja, koji je bio u skladu s dobi životinja u kojoj su kosti uzete radi 
analize.  
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Tablica 5.3. Vrijednosti debljine epifizne ploče i zona enhondralnog okoštavanja (izražene u 
µm i zaokružene na dvije decimale) kod miševa divljeg tipa (WT) i miševa s isključenim 
genom TFF3 (T3). EP: debljina epifizne ploče; ZM: debljina zone mirovanja; ZU: debljina 
zone umnažanja; ZH: zona hipertrofične hrskavice; ZOH: zona ovapnjele hrskavice. 
 
Šifra kosti EP (µm) ZM (µm) ZU (µm) ZH (µm) ZOH (µm) 
WT 1 251,11 17,67 107,44 56,89 68,11 
WT 2 286,44 19,78 106,22 85,78 77,44 
WT 4 127,33 14,89 56,33 33 22 
WT 5 212,33 11 74,11 64,44 57,33 
WT 6 180,33 18,44 70,89 41 43,89 
T3 1 249,44 19,33 101,44 64,22 67,44 
T3 2 272,67 19,33 104,44 70,78 81,56 
T3 3 208 17,33 91,67 48,22 55,78 
T3 4 241,44 29,56 91,67 63,78 56,22 
T3 5 255,67 27,56 115,67 52,11 59,56 
P vrijednost 0,547619 0,150794 0,420635 0,841270 0,690476 
 
Tablica 5.4. Vrijednosti gustoće hondrocita kod miševa divljeg tipa (WT) i miševa s 
isključenim genom TFF3 (T3) izražene kao broj hondrocita po kvadratnom milimetru 
epifizne ploče, zaokružene na dvije decimale. 
 
Šifra kosti Gustoća hondrocita (N/mm2) 
WT 1 3671,67 
WT 2 3768,56 
WT 4 7426,85 
WT 5 4220,12 
WT 6 8110,49 
T3 1 4038,77 
T3 2 3786,55 
T3 3 4125,07 
T3 4 3745,40 
T3 5 3104,05 
P vrijednost 0,309524 
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5.2.2. Analiza sekundarnih centara okoštavanja 
 
Nakon trikromnog bojanja po Massonu, preparati kosti su pregledani svjetlosnim 
mikroskopom, a potom je učinjena histomorfometrijska analiza (Slika 5.17. i 5.18.). 
Promatranjem na manjim povećanjima u životinja s isključenim genom TFF3 može se jasno 
uočiti manja količina gredica spužvaste kosti i njihova veća međusobna razdvojenost 
(udaljenost susjednih koštanih gredica). Područje koštane srži ispunjavalo je samim time i 
veći dio epifiznog prostora, a debljina koštanih gredica bila je manje-više slična, s tim da se 
mjestimično moglo zamijetiti deblje koštane gredice u miševa s isključenim genom TFF3. 
Sveukupan je dojam manje brojnosti i veće razvedenosti koštanih gredica u spužvastoj kosti 
epifize tibije miševa s isključenim genom TFF3 (Slika 5.19). 
 Medijan gustoće volumena spužvaste kosti (BV/TV, %) bio je značajno veći kod 
miševa divljeg tipa (44.23 %) nego u skupini miševa s isključenim genom TFF3 (23,36 %). I 
u slučaju mjerenja gustoće površine spužvaste kosti dobiveni su slični rezultati. Gustoća 
površine spužvaste kosti (BS/TV, /mm) bila je značajno veća u skupini divljeg tipa miševa 
nego u skupini miševa s isključenim genom TFF3 (2,78 /mm u skupini divljeg tipa, a 1.72 
/mm u skupini miševa s isključenim genom).  
 
 
Slika 5.17. Grafički prikaz razlika (A) gustoće volumena i (B) gustoće površine spužvaste 
kosti među skupinama divljeg tipa (WT) i miševa s isključenim genom TFF3 (T3). BV/TV: 
gustoća volumena spužvaste kosti; BS/TV: gustoća površine spužvaste kosti. 
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 Debljina koštanih gredica bila je nešto manja u miševa divljeg tipa nego u miševa s 
isključenim genom TFF3 (divlji tip: 246,65 µm; miševi s isključenim genom TFF3: 253,55 
µm), međutim, ta razlika nije bila statistički značajna. S druge strane, broj koštanih gredica te 
njihova razdvojenost bile su statistički značajno različite između te dvije skupine životinja. 
Divlji tip miševa imao je veći broj gredica spužvaste kosti (1.48 /mm), nego životinje s 
isključenim genom TFF3 (1.14 /mm). Razdvojenost koštanih gredica bila je znatno veća u 
miševa s isključenim genom TFF3 (952.14 µm), nego u miševa divljeg tipa (736.88 µm). 
 
 
Slika 5.18. Grafički prikaz razlika (A) debljine, (B) broja i (C) razdvojenosti koštanih gredica 
u spužvastoj kosti između skupine divljeg tipa (WT) i miševa s isključenim genom TFF3 
(T3). Tb.Th: debljina koštanih gredica; Tb.N: broj koštanih gredica; Tb.Sp: razdvojenost 
koštanih gredica. 
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Slika 5.19. Histološki presjeci kroz epifize proksimalnih dijelova tibija miševa starih mjesec 
dana. A: divlji tip miša; B: miš s isključenim genom TFF3. U životinje s isključenim genom 
TFF3 može se uočiti nešto deblje, ali malobrojnije i znatno slabije razvedene koštane gredice 
(G). Udaljenost među pojedinim gredicama vidljivo je veća u miša s isključenim genom 
TFF3, a površina spužvaste kosti manja je nauštrb prostora koštane srži.  Povećanje 100×.  
G 
G 
G 
G 
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6. RASPRAVA 
 
6.1. TFF1 i TFF3 proteini u zametku miša 
 
U ovom istraživanju pokazano je da su oba proučavana TFF proteina zastupljena u 
različitim tkivima mišjeg zametka starosti od 14 do 18 dana. Pronađeni su u epitelu 
probavnog, dišnog, mokraćnog sustava i kože, enhondralnom i intramembranskom 
okoštavanju te tkivu živčanog sustava. Pojavljivanje i intenzitet signala u većini proučavanih 
tkiva ovisio je o razvojnom stadiju zametka. Dobiveni se rezultati jednim dijelom poklapaju s 
lokalizacijom TFF1 i TFF3 proteina u tkivima odraslih životinja (i ljudi) (42,146), dok su u 
drugim slučajevima bili prisutni u tkivima u kojima ih ne nalazimo u odraslim organizmima. 
Iako se može reći da su epitelne stanice različitih sluznica u mišjem zametku bile jedno od 
glavnih mjesta ekspresije TFF proteina, ti su proteini pronađeni i u tkivima koja nisu 
epitelnog karaktera. Štoviše, ako rezultate sagledamo u kontekstu četiri glavne vrste tkiva, 
epitelnog, vezivnog, mišićnog i živčanog, može se reći da su tijekom embrionalnog razvoja 
TFF1 i TFF3 proteini zastupljeni u svim osnovnim vrstama tkiva, bar u određenoj mjeri. 
TFF1 i TFF3 proteini nisu pokazali specifičan raspored s obzirom na podrijetlo tkiva 
iz tri glavna embrionalna listića, ektoderma, mezoderma i endoderma. Oba proteina 
pronađena su u derivatima ektoderma (središnji i periferni živčani sustav, epidermis, epitel 
osjetnih organa, srž nadbubrežne žlijezde), mezodrema (enhondralno i intramembransko 
okoštavanje, mišićne stanice, bubrežni kanalići) te endoderma (sluznica probavnog i dišnog 
sustava, neke žlijezde pridružene probavnoj cijevi). Iako je njihov smještaj i funkcija (premda 
još nedovoljno razjašnjena) različita u pojedinim tkivima, to vjerojatno nije povezano s 
njihovim embrionalnim podrijetlom, kao ni njihove međusobne razlike u ekspresiji. 
Jedno od glavnih mjesta ekspresije TFF1 i TFF3 proteina u zametaka bio je probavni 
sustav. Lokalizacija ta dva proteina u probavnom sustavu bila je donekle različita, što je u 
skladu i s nekolicinom prethodno publiciranih radova (156,157). U ovom istraživanju TFF1 je 
tijekom embrionalnog razvoja bio prisutan u želucu, slabije na ranijim stadijima razvoja, a 
intenzitet se pojačavao od E16 do E18. Na stadijima E16, a posebno E17 i 18, TFF1 bio je 
prisutan i u crijevu. TFF3 nađen je u želucu, tankom i debelom crijevu na istim stadijima kao 
i TFF1. Lokalizacija TFF3 u želucu bila je drugačija, TFF3 bio je prisutan u aglandularnom 
dijelu, dok je prisutnost TFF1 proteina bila izraženija u glandularnom dijelu. Također, 
prisutnost u TFF3 proteina u crijevu bila je izraženija i strože lokalizirana u vrčastim 
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stanicama. Otto i Patel su metodom in situ hibridizacije dokazali prisutnost TFF1 mRNA već 
tijekom 15. dana embrionalnog razvoja u tankom crijevu i cekumu, a koja je 19. dana iščezla 
(156). TFF3 mRNA bila je prisutna u želucu od 13. dana, 15. i 16. dana bila je prisutna od 
želuca do debelog crijeva, a od 17. dana bila je ograničena na tanko i debelo crijevo (156). 
Podaci u ovom radu su u skladu s time, osim što „kasne“ jedan do dva dana, jer se mRNA 
može detektirati ranije, nego protein koji nastaje sintezom prema uputama koje ona sadrži. Na 
stadijima E14 i E15 prisutnost tih proteina u epitelu želuca i crijeva bila je vrlo slaba i 
neujednačena. Dobiveni rezultati mogu biti posljedica činjenice da se kod miševa 
diferencijacija endoderma u crijevni epitel događa tek 15. ili 16. dana embrionalnog razvoja 
(165). Stoga na stadijima E14 i E15 smještaj TFF1 i TFF3 proteina ne može odgovarati 
smještaju TFF1 proteina u epitelnim stanicama želuca, odnosno, TFF3 proteina u vrčastim 
stanicama crijeva kao u odrasle jedinke. U skladu s tim, u ovom je istraživanju prisutnost 
TFF1 i TFF3 proteina bila najizraženija na stadijima E17 i E18. 
Ipak, činjenica da se i TFF1 i TFF3 u određenoj mjeri u ovom dijelu probavne cijevi 
mogu naći i prije samog sazrijevanja epitela otvara pitanja o mogućoj ulozi tih proteina u 
diferencijaciji glavnih staničnih linija u sluznici želuca i crijeva. Već se neko vrijeme zna da 
TFF1 ima važan utjecaj na diferencijaciju epitelnih stanica želučane sluznice, a poznat je i dio 
molekularne regulacije tog procesa (158,159). Osim toga, u životinja s isključenim genom 
TFF1 u želucu je pojačano stvaranje nediferenciranih stanica, što rezultira tumorima želuca 
(82). S obzirom na vrijeme pojavljivanja mRNA TFF1 i TFF3 proteina u epitelu probavne 
cijevi te njihovu slabu prisutnost zapaženu imunohistokemijom, moguće je da doprinose i 
diferencijaciji endoderma u zreli epitel, no to treba potvrditi dodatnim istraživanjima. 
Rezultati ovog rada u skladu su s drugim istraživanjima, na temelju kojih se TFF proteine 
smatra markerima sazrijevanja epitela želuca, tankog i debelog crijeva (157). Ekspresija TFF 
proteina prije sazrijevanja epitela zaslužuje daljnja istraživanja s ciljem boljeg razumijevanja 
uloge TFF proteina u embrionalnom razvoju. Prisutnost TFF proteina, osim u stanicama 
epitela, uočena je i na površini tkiva, a u tankom i debelom crijevu te u oskudnom crijevnom 
sadržaju. S obzirom na navedene uloge TFF proteina u sluznici probavnog sustava, moguće je 
da je to jedan od načina na koji se crijevo zametka prije okota već priprema za uvjete 
vanjskog okoliša kako bi mehanizmi zaštite sluznice i nespecifične imunosti bili u potpunosti 
funkcionalni. 
Signal TFF proteina u tkivu gušterače podudara se s onim što se zna o njihovom 
smještaju u zrelom tkivu gušterače gdje su smješteni u Langerhansovim otočićima i u 
epitelnim stanicama odvodnih kanalića egzokrinog dijela (63–66). U ovom radu lokalizacija 
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TFF1 i TFF3 proteina u tkivu između acinusa vjerojatno odgovara Langerhansovim 
otočićima, dok neke stanice možda predstavljaju i epitelne stanice odvodnih kanalića u 
nastajanju. Daljnja istraživanja trebala bi odgovoriti na pitanje u kojoj mjeri ti proteini 
doprinose pravilnom razvoju gušterače, a u kojoj mjeri je njihova prisutnost u tkivu posljedica 
samog tog razvoja. 
U ovom istraživanju pojavljivanje jasnog signala na TFF1 i TFF3 vremenski se 
podudaralo s pojavom vrčastih stanica u respiracijskom epitelu provodnog dijela dišnog 
sustava (uključujući i nosnu šupljinu). Prisustvo TFF1 i TFF3 proteina je u slabijoj mjeri 
mjestimično uočeno i na ranijim stadijima. Ti su proteini bili, osim u vrčastim stanicama, 
prisutni i na površini respiracijskog epitela mišjeg zametka. S obzirom na saznanja o ulozi 
TFF proteina u diferencijaciji stanica respiracijskog epitela (37), dobiveni rezultati u ovom 
radu podupiru predloženu ulogu u sazrijevanju respiracijskog epitela. I u tom slučaju može ih 
se smatrati ranim markerima sazrijevanja epitela. 
U bubregu prisutnost oba proteina bila je izražena u sustavu kanalića u razvoju od 
stadija E15, do kada je sustav kanalića metanefrosa već u određenoj mjeri razvijen. Nadalje, 
signal za oba proteina najslabiji je ili ga uopće nema u nefrogenoj zoni bubrega, gdje se 
odvija mezenhimsko-epitelna pretvorba. To navodi na zaključak da u slučaju razvoja bubrega, 
TFF1 i TFF3 proteini nemaju ulogu u mezenhimsko-epitelnoj pretvorbi stanica niti u 
diferencijaciji stanica bubrežnih kanalića. Njihovo pojavljivanje na kasnijim stadijima može 
upućivati na funkcionalno sazrijevanje stanica kanalića bubrega, s obzirom na prisutnost TFF 
proteina u tkivima odraslog bubrega i u urinu.  
Stratifikacija epidermisa u mišjim zamecima započinje oko 15. dana embrionalnog 
razvoja (166). U ovom radu TFF1 i TFF3 protein pronađeni su u epidermisu upravo u to 
vrijeme (od E14 do E18) u nazubljenom i zrnatom sloju, u kojima se odvija umnažanje i 
diferencijacija keratinocita. TFF1 i TFF3 u koži ne bi mogli imati ulogu markera sazrijevanja, 
s obzirom da u zdravom, odraslom epidermisu nisu prisutni (42). Nažalost, nema dovoljno 
informacija o TFF proteinima u kožnoj patologiji, no činjenica da barem jedan tip karcinoma 
kože luči TFF1 i TFF3, potiče na razmišljanje o mogućoj povezanosti razvoja tog tumora s 
embrionalnim tkivima (167).  
Prisutnost TFF1 i TFF3 proteina u ovom radu pronađena je na sličnim razvojnim 
stadijima kao i ekspresija TFF gena u mozgu mišjih zametaka u istraživanju koje su proveli 
Hinz i suradnici (76). U njihovom istraživanju obuhvaćeno je i tkivo mozga odraslih jedinki, 
u kojem je TFF1 bio jednoliko i blago eksprimiran u svim regijama mozga, dok je TFF3 bio 
preciznije lokaliziran, što je u određenoj mjeri slično rezultatima ovog rada. Sama uloga TFF 
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proteina u živčanom sustavu još nije u potpunosti razjašnjena ni u odraslih jedinki, pa tako ni 
u embrionalnom razvoju. Ipak, dosadašnja istraživanja navode na zaključak da bi TFF3 
mogao imati ulogu neurotransmitera ili neuromodulatora u različitim regijama mozga koje su 
inervirani neuronima koji sadrže TFF3, kao što su moždano deblo, tegmentum ponsa i 
kralježnična moždina (168), ili neurohormona koji se preko neurohipofize otpušta u krvotok 
te djeluje na moguće periferne ciljeve. S obzirom da su oba istraživana TFF proteina 
pronađena i u tkivu embrionalnog središnjeg živčanog sustava, moguće je da navedene 
funkcije vrše već u mozgu zametka. TFF3 protein ima i bihevioralne učinke, koji su već 
spomenuti u uvodu (81,83), stoga bi bilo opravdano istražiti imaju li određenu ulogu u 
razvoju sinapsi ili drugih vrsta interakcija među neuronima ili među neuronima i glija-
stanicama. TFF proteini imaju važnu ulogu u migraciji i diferencijaciji različitih vrsta stanica, 
a to su nezamjenjivi mehanizmi i u razvoju središnjeg živčanog sustava (169). Moguće je da 
su TFF proteini aktivno uključeni u razvoj i određene mehanizme zaštite živčanog tkiva, 
plastičnosti mozga te regeneraciju nakon ozljede. Posljednjem u prilog ide i nedavno otkriće 
gena u glodavaca koji kodira protein odgovoran za regeneraciju živčanog tkiva, a koji sadrži 
domenu homolognu TFF1 proteinu te potiče migraciju, proliferaciju i diferencijaciju neurona, 
rast staničnih nastavaka neurona te potpomaže i preživljenje neurona (170). Potrebno je još 
istraživanja da bi se razjasnila uloga TFF proteina u živčanom sustavu zametaka, no za 
suvremenu medicinu takva su istraživanja od velikog značaja jer mogu iznjedriti poveznice s 
raznim bolestima i moguće nove terapijske pristupe (171). 
Već se neko vrijeme javljaju kontradiktorna mišljena o „korisnosti“ i o „štetnosti“ TFF 
proteina u zdravim i bolesnim tkivima. Iako su vrlo važni u zdravim tkivima zbog 
poboljšanog popravka sluznica, diferencijacije određenih stanica, a moguće i uloge u 
središnjem živčanom sustavu, čini se da su važni u patogenezi nekih bolesti. Isti mehanizmi 
kojima TFF proteini povoljno djeluju na cijeljenje i homeostazu određenih tkiva (utjecaj na 
migraciju, diferencijaciju i apoptozu stanica, angiogenezu i drugo), čini se, doprinose 
malignom potencijalu različitih vrsta raka te olakšavaju njihovu invazivnost i metastaziranje. 
Kad se uzme u obzir i njihova prisutnost u embrionalnim tkivima, koja je opisana u ovom 
radu, otvara se mogućnost da su TFF proteini „nedužni promatrači“, odnosno molekularni 
alati koji u nekim slučajevima mogu imati zaštitnu ulogu, a u drugim slučajevima štetnu. 
S obzirom da neki tumori mogu imati određena obilježja embrionalnog tkiva, bolje 
razumijevanje uloge pojedinih proteina (kao što su TFF proteini) u embrionalnom razvoju 
moglo bi doprinijeti boljem razumijevanju patogeneze i širenja tumora u organizmu (144, 
172). 
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Posebno je zanimljivo područje sazrijevanja embrionalnog tkiva okoštavanje. Oba 
proteina pronađena su u enhondralnom okoštavanju, kako u hondrocitima koji prolaze 
drastične morfološke (a i metaboličke) promjene, tako i u osteoblastima. Također, u 
intramembranskom okoštavanju pronađeni su u osteoblastima. To navodi na zaključak da bi 
TFF1 i TFF3 proteini mogli imati ulogu u razvoju skeleta. S obzirom na dosadašnje spoznaje 
o TFF3 proteinu u hrskavično-koštanoj patologiji i dobivene rezultate na zamecima, poseban 
će odjeljak biti posvećen TFF3 proteinu i enhondralnom okoštavanju. 
 
6.2. TFF3 i enhondralno okoštavanje 
 
U pokusima s tibijama miševa starih mjesec dana, kod kojih je enhondralno 
okoštavanje još uvijek u snažnom zamahu, a epifizna ploča rasta izražena i aktivna, pokazalo 
se da je većina ispitanih  morfometrijskih parametara spužvaste kosti u sekundarnom centru 
okoštavanja proksimalne tibije izmijenjena kod miševa s isključenim genom TFF3, u odnosu 
na divlji tip. U miševa s isključenim genom TFF3 broj, površina i volumen koštanih gredica 
bili su manji, a njihova međusobna razdvojenost veća. Iz tih se mjerenja može zaključiti da 
nedostatak TFF3 proteina u životinja s isključenim genom TFF3 u određenoj mjeri utječe na 
stvaranje spužvaste kosti u epifiznom centru sekundarnog okoštavanja. Prema navedenim 
promjenama u morfometrijskim parametrima, čini se da spužvasta kost u miševa s 
isključenim genom TFF3 nije iste kvalitete. S obzirom na važnost spužvaste kosti u 
biomehanici, postoji mogućnost da kosti TFF3 miševa nemaju istu sposobnost prijenosa i 
podnošenja sile opterećenja te da bi, kao posljedica manjkavosti u stvaranju koštanih gredica, 
arhitektonika kosti TFF3 miša mogla biti promijenjena i na drugim mjestima, bilo kao 
posljedica nedostatka TFF3 proteina, bilo kao kompenzatorni odgovor na navedene promjene 
u građi spužvaste kosti u epifizi.   
Mehanizam zbog kojeg dolazi do tih promjena nije sasvim jasan, međutim, s obzirom 
da u miševa s isključenim genom TFF3 nedostaje utjecaj TFF3 proteina na apoptozu 
hondrocita i na aktivnost nekoliko matriksnih metaloproteinaza (154), moguće je da je proces 
propadanja hrskavice (koji prethodi odlaganju novostvorene kosti) oštećen ili barem usporen 
kod životinja s isključenim genom TFF3. To bi moglo kao posljedicu imati smanjeno 
stvaranje koštanog matriksa na mjestima gdje bi trebale nastajati gredice spužvaste kosti. 
Osim toga, s obzirom na to da je dokazano da TFF proteini u dišnom sustavu utječu na 
transdiferencijaciju nekih vrsta stanica (37,38,173), možda bi to njihovo svojstvo moglo biti 
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izraženo i u enhondralnom okoštavanju. Naime, novija istraživanja pokazuju da osteoblasti u 
enhondralnom okoštavanju ne potječu samo od stanica periosta, nego da velik dio njih nastaje 
transdiferencijacijom iz hipertrofičnih hondrocita enhondralnog okoštavanja (15,16). Ukoliko 
TFF3 ima određeni utjecaj na diferencijaciju hondrocita u osteoblaste, tada bi smanjeno 
stvaranje koštanih gredica u epifizi tibije moglo biti posljedica nedostatka utjecaja TFF3 
proteina na diferencijaciju osteoblasta. Također, bilo bi zanimljivo vidjeti i koliki postotak 
osteoblasta u miševima s isključenim genom TFF3 potječe iz hondrocita, a koliki iz drugih 
izvora. Čini se da utjecaj TFF3 proteina nije ograničen samo na degradaciju hrskavice, nego 
da ima i svoje mjesto u stvaranju nove kosti. To je u skladu s novijim istraživanjima koja 
pokazuju kako su zbivanja u zglobnoj hrskavici usko vezana uz zbivanja u kosti ispod nje u 
zglobovima zahvaćenim artritisom (174,175). 
S druge strane, mjerenja debljine epifizne ploče rasta i njenih pojedinih zona te 
računanje gustoće hondrocita u epifiznoj ploči proksimalnog dijela tibije miševa starih mjesec 
dana nisu pokazala statistički značajne razlike. Histomorfološka procjena preparata navedenih 
kostiju bojenih trikromnim bojenjem po Massonu i promatranim pod svjetlosnim 
mikroskopom također nije otkrila značajne razlike među epifiznim pločama u kostima divljeg 
tipa i životinja s isključenim genom TFF3. To pokazuje da, iako prema nekim istraživanjima 
TFF3 ima utjecaj na apoptozu hondrocita te da aktivacijom matriksnih metaloproteinaza 
potiče degradaciju međustaničnog matriksa (154), taj utjecaj nije presudan za normalno 
funkcioniranje prve četiri zone enhondralnog okoštavanja u miševa ili su drugi mehanizmi 
dostatni za nesmetano odvijanje tog procesa. U protivnom bi epifizna ploča miševa s 
isključenim genom TFF3 vjerojatno bila deblja i ispunjena većim brojem hipertrofičnih 
hondrocita ili bi možda količina međustanične tvari bila povećana, dakle, morala bi se uočiti 
veća devijacija od normalne epifizne ploče rasta. Ipak, s obzirom na gore navedene razlike u 
nastanku spužvaste kosti, možemo zaključiti da u završnoj fazi enhondralnog okoštavanja 
TFF3 ima značajan utjecaj. Odgovor na pitanje radi li se o učinku na međustanični matriks, 
diferencijaciju hondrocita u osteoblaste ili o nečemu trećem,  mogla bi dati buduća 
istraživanja. 
Već je spomenuto da su TFF1 i TFF3 pronađeni u enhondralnom okoštavanju. Taj 
rezultat mogao bi biti značajan s obzirom na činjenicu da se TFF3 javlja u patološkim 
stanjima koja uključuju propadanje hrskavice. Iako su to naizgled potpuno različiti procesi, u 
osnovi imaju puno toga zajedničkog, počevši od činjenice da u oba slučaja dolazi do (bilo 
fiziološkog, bilo patološkog) propadanja hrskavice te do (bilo fiziološkog, bilo patološkog) 
stvaranja kosti. Osim toga, TNF-alfa i interleukin 1 beta potiču ekspresiju TFF3 proteina u 
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hondrocitima (154), a upravo TNF-alfa ima važnu ulogu u enhondralnom okoštavanju 
(158,176). To navodi na zaključak da slični, ako ne i isti, mehanizmi stoje u pozadini 
enhondralnog okoštavanja i patologije zglobne hrskavice poput osteoartritisa ili septičnog 
artritisa (177), a da je barem TFF3, ako ne i TFF1 uključen u njih. Patološke promjene 
hrskavice u osteoartritisu mogle bi zapravo biti uzrokovane mehanizmima koji postoje u 
embrionalnom razvoju, probuđenim u krivo vrijeme i na krivom mjestu. Stoga bi bolje 
razumijevanje enhondralnog okoštavanja i uloge TFF proteina u tom procesu moglo pomoći i 
u boljem razumijevanju nastanka bolesti, kao što su neke vrste artritisa te razvijanje novih 
dijagnostičkih i terapijskih pristupa takvim zdravstvenim problemima današnjice. 
 
 
6.3. Šire implikacije istraživanja TFF proteina  
 
TFF proteini prisutni su u različitim tkivima i vrše mnoge funkcije, od kojih se još 
uvijek mnoge trebaju u potpunosti razjasniti, a neke se tek otkrivaju. U proteklim desetljećima 
to područje istraživanja jako je uznapredovalo te se njime bave znanstvenici iz različitih 
znanstvenih disciplina. TFF proteini više nisu samo mali proteini u sluznici probavnog 
sustava o kojima se vrlo malo zna. Primjena saznanja o toj obitelji proteina otvorila je nove 
mogućnosti dijagnostike i terapije. Na primjer, spomenuto je da su u raznim bolestima 
vrijednosti TFF proteina bitno promijenjene u nekim tjelesnim tekućinama, kao što su serum, 
likvor, urin, želučani sok i slično (46). Te vrijednosti su više ili manje specifične za određeno 
stanje, tako da se njihova vrijednost u dijagnostici i terapiji još uvijek istražuje i u većini 
slučajeva još treba potvrditi ili opovrgnuti, no već se sada može reći da takav razvoj događaja 
daleko nadmašuje očekivanja koja su se mogla gajiti u vrijeme otkrića TFF proteina. Neki od 
primjera nedavnih istraživanja pokazuju da TFF3 ima obećavajuću ulogu u dijagnostici raka 
pluća, želuca i debelog crijeva, te da čak može poslužiti kao koristan marker u praćenju 
bolesnikova odgovora na kemoterapiju (103,125,137). Takva primjena TFF3 proteina u 
dijagnostici mogla bi biti izvrsna pomoć u onkološkom pristupu navedenim pacijentima, s 
obzirom da bi kvalitetna povratna informacija o učinku kemoterapije na tumor bila vrijedna 
pri praćenju pacijenta i razvoju terapijskog pristupa. Takvi podaci bili bi vrlo vrijedni u 
pretkliničkim fazama istraživanja onkoloških lijekova. U proteklih nekoliko godina 
uznapredovala je primjena TFF proteina u kontekstu dijagnostike, ne samo malignih bolesti, 
nego i u drugim patološkim stanjima. S vremenom vjerojatno možemo očekivati veću 
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primjenu TFF proteina u dijagnostici, bilo u smislu mjerenja njihove razine u tjelesnim 
tekućinama, bilo u smislu imunokemijskih metoda u patohistološkoj dijagnostici. To je sada 
zapravo samo pitanje vremena, a u nekim slučajevima je donekle i stvar jasnijeg 
razumijevanja povezanosti TFF proteina s patogenetskim mehanizmima pojedinih bolesti, no 
to ne mora uvijek biti prepreka dijagnostičkoj primjeni, kao što se vidi iz primjera praćenja 
tijeka Alzheimerove bolesti i odgovora te bolesti na terapiju (152,153). 
S obzirom da se primjena TFF proteina pokazala obećavajućom i u terapiji nekih 
patoloških stanja, bilo u monoterapiji ili u kombinaciji s drugom vrstom liječenja, mogu se 
očekivati daljnja istraživanja na tom području. Neki od primjera su oštećenja rožnice, upale 
sluznice usne šupljine i razna druga patološka stanja sluznice ostalih dijelova probavnog 
sustava, poput nekrotizirajućeg enterokolitisa i drugih (178–182). Pitanje lokalne dostupnosti 
i eventualne stimulacije lučenja TFF proteina u nekim slučajevima mogla bi biti riješena na 
različite načine, na primjer, Sun i suradnici konstruirali su adenovirusni vektor kojim su 
„dostavljene“ velike količine TFF3 proteina u oštećenu sluznicu, što je potaknulo poboljšano 
cijeljenje nakon opekline (112). Osim toga, u nekim se istraživanjima, kao što je već 
navedeno u uvodu, predlaže ciljanje i inaktivacija TFF proteina s ciljem neutraliziranja nekih 
nepoželjnih učinaka tih proteina u bolestima kao što su tumori (142,183–185). Vrijeme će 
pokazati koliki je klinički značaj takvog pristupa terapiji.  
 
6.4. Nova područja istraživanja koja otvara ovaj rad 
 
S obzirom na to da je u ovom istraživanju obuhvaćeno pet kasnijih embrionalnih 
stadija mišjeg zametka (E14, E15, E16, E17 i E18), i da je čak i u najranijem istraženom 
stadiju u nekim tkivima pronađena prisutnost TFF1 i 3 proteina, moglo bi se istražiti njihovu 
lokalizaciju i prisutnost na ranijim stadijima embrionalnog razvoja. To bi moglo dodatno 
rasvijetliti njihovu ulogu u procesu organogeneze, a možda i otvoriti neka nova pitanja i 
mogućnosti istraživanja, na primjer: koje stanice prve tijekom embrionalnog razvoja  počinju 
stvarati TFF proteine i na kojem stadiju? Osim toga, bilo bi potrebno na isti način prikupiti i 
podatke za trećeg člana obitelji TFF proteina, TFF2. 
TFF proteini mogli bi biti zanimljivi kandidati za istraživanje embrionalnog razvoja i 
sazrijevanja tkiva u budućnosti. S obzirom na njihovu široku rasprostranjenost i važnost u 
zrelim sluznicama, bilo bi korisno prikupiti više podataka o embrionalnom razvoju organa i 
sluznica koje su inače bogate TFF proteinima, ali i u miševa s isključenim genom za pojedini 
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protein. Testovi narušavanja funkcije pojedinih organa u životinja s isključenim genom za 
pojedini TFF protein mogli bi dati dodatne informacije o važnosti TFF proteina u održavanju 
homeostaze, a bihevioralni testovi na miševima s isključenim genom TFF3 mogli bi 
rasvijetliti ulogu tih proteina u živčanom sustavu. 
Imajući u vidu prethodno navedene podatke o utjecaju TFF3 proteina na stvaranje 
kosti enhondralnim okoštavanjem, otvara se cijeli niz novih pitanja i mogućnosti za daljnja 
istraživanja tog fenomena: 1) mogu li se slične razlike uočiti i u drugim dijelovima skeleta 
životinja s isključenim genom TFF3; 2) kakva je građa i debljina kompaktne kosti u kostima 
životinja s isključenim genom TFF3; 3) kakva su biomehanička svojstva kostiju životinja s 
isključenim genom TFF3 u usporedbi s divljim tipom; 4) postoje li razlike u morfološkoj 
građi i biomehaničkim parametrima (sposobnosti podnošenja opterećenja, čvrstoći i slično) u 
odraslih životinja?  
S obzirom na već spomenuto pitanje podrijetla osteoblasta u koštanim gredicama 
spužvaste kosti, bilo bi korisno istražiti razlike u podrijetlu osteoblasta između divljeg tipa i 
životinja s isključenim genom TFF3 te utvrditi jesu li povezane s izmijenjenim izgledom 
spužvaste kosti u miševa s isključenim genom TFF3. 
S obzirom da je očit utjecaj TFF3 na enhondralno okoštavanje i artritis, a da postoji 
mogućnost da u pozadini svega toga stoje isti molekularni mehanizmi, bilo bi vrlo zanimljivo 
ispitati razlike u eksperimentalnim modelima reumatskog i septičnog artritisa kod divljeg tipa 
i životinja s isključenim genom TFF3. Ukoliko bi nedostatak TFF3 proteina u zglobnoj 
hrskavici imao protektivnu ulogu u artritisu, moglo bi se istražiti bi li terapijski utjecaj na 
lokalnu aktivnost TFF3 proteina u zglobnoj hrskavici usporio patološko okoštavanje i sam 
tijek nekih degenerativnih bolesti hrskavice. Pritom bi trebalo voditi računa o ubikvitarnosti 
TFF3 te njegovoj povezanosti s određenim onkološkim bolestima. Stoga je potreban oprez i 
sistemska terapija protiv učinaka TFF3 proteina je upitna. 
Ovaj rad ima i određena ograničenja. Prisutnost TFF1 i TFF3 proteina opisana je kao 
signal imunohistokemijskog bojenja u određenim stanicama (jezgri ili citoplazmi), no njihov 
smještaj na ultrastrukturnoj razini nije istražen. Istraživanja elektronskim mikroskopom mogla 
bi dati puno preciznije podatke o ultrastrukturnoj lokalizaciji navedenih proteina za pojedinu 
vrstu tkiva. Također, ovo istraživanje obuhvatilo je pet stadija razvoja mišjeg zametka. Podaci 
o prisutnosti TFF1 i TFF3 proteina na ranijim stadijima razvoja zametka poput onih 
dobivenih u ovom radu još uvijek ne postoje.  
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7. ZAKLJUČCI 
 
 TFF 1 i 3 proteini prisutni su u epitelu probavnog, dišnog, mokraćnog sustava i kože, 
enhondralnom i intramembranskom okoštavanju te tkivu živčanog sustava mišjeg 
zametka starosti od 14 do 18 dana; 
 smještaj TFF1 i TFF3 proteina u načelu je analogan onome u zrelim tkivima, osobito 
na kasnijim stadijima razvoja (17. i 18. dan), s određenim iznimkama: prisutnost u 
epidermisu kože zametaka te prisutnost oba proteina u dijelu probavne cijevi od želuca 
do debelog crijeva (za razliku od lokalizirane prisutnosti u zrelim tkivima);  
 pojavljivanje TFF 1 i 3 proteina u tkivima zametka ovisi o stadiju razvoja miša, 
odnosno stupnju diferencijacije tkiva, što je jasno vidljivo u sluznici probavnog i 
dišnog sustava; 
 prisutnost TFF1 i TFF3 proteina u tkivima nije povezana s podrijetlom tkiva prema 
embrionalnim zametnim listićima; 
 ne postoje bitne histomorfološke razlike u debljini epifizne ploče rasta, pojedinih zona 
enhondralnog okoštavanja niti u gustoći hondrocita po jedinici površine između 
divljeg tipa miševa i miševa s isključenim genom TFF3; 
 stvaranje spužvaste kosti u sekundarnim centrima okoštavanja u epifizama mišjih 
tibija razlikuje se između divljeg tipa miševa i miševa s isključenim genom TFF3 tako 
što su u životinja s isključenim genom vrijednosti gustoće volumena, gustoće površine 
i broja koštanih gredica statistički značajno manje, a razdvojenost koštanih gredica je 
statistički značajno veća. 
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8. SAŽETAK 
 
Cilj istraživanja: TFF proteini uključeni su u razne fiziološke procese u probavnom, 
dišnom, mokraćnom i živčanom sustavu. Osim toga, prisutni su i u patološkim stanjima. 
Utječu na migraciju, diferencijaciju i apoptozu stanica, kao i na angiogenezu i imunološki 
odgovor te se intenzivno istražuju u zdravlju i bolesti. S obzirom da ima vrlo malo podataka o 
ekspresiji TFF proteina tijekom embrionalnog razvoja, u ovom radu imunohistokemijskom 
metodom istražena je prisutnost TFF1 i TFF3 proteina u tkivima mišjih zametaka starosti od 
14 do 18 dana. Analizirani su i histomorfološki parametri epifizne ploče rasta i sekundarnih 
centara okoštavanja na proksimalnom dijelu tibije divljeg tipa i miševa s isključenim genom 
TFF3 starih mjesec dana.  
Materijal i metode: Imunohistokemijski pokusi izvedeni su na preparatima 23 
zametka CD1 miševa fiksiranih 4%-nim paraformaldehidom i uklopljenih u parafin, starosti 
od 14 do 18 dana. Histomorfometrijski parametri analizirani su na tibijama miševa divljeg 
tipa visoko srođenih životinja razvijenih križanjem sojeva 129/Sv i C57BL/6j te  miševa s 
isključenim genom TFF3. Korišteno je 5 miševa po skupini, a histološki preparati tibija 
obojeni su trikromnim bojenjem po Massonu. 
Rezultati: Prisutnost TFF 1 i 3 proteina u mišjim zamecima uočena je u sluznici 
probavnog i dišnog sustava, gušterači, kanalićima bubrega, epidermisu kože, živčanom 
sustavu te okoštavanju, a pojavljivala se ovisno o stadiju razvoja miša i stupnju diferencijacije 
tkiva. Smještaj TFF1 i TFF3 proteina u tkivima mišjih zametaka nije bio povezan s 
podrijetlom tkiva prema embrionalnim zametnim listićima. Nisu pronađene značajne 
histomorfološke razlike u debljini epifizne ploče rasta, pojedinih zona enhondralnog 
okoštavanja niti u gustoći hondrocita po jedinici površine između divljeg tipa miševa i miševa 
s isključenim genom TFF3, međutim, u sekundarnim centrima okoštavanja u epifizama mišjih 
tibija u životinja s isključenim genom TFF3 vrijednosti gustoće volumena, gustoće površine i 
broja koštanih gredica bile su značajno manje, a razdvojenost koštanih gredica značajno veća.  
Zaključak: TFF1 i TFF3 protein zbog svojih brojnih fizioloških uloga važni su u 
razvoju zametka te u nekim slučajevima mogu poslužiti kao markeri fiziološkog sazrijevanja 
tkiva. TFF3 vjerojatno ima važan učinak na stvaranje i kvalitetu spužvaste kosti u 
sekundarnim centrima okoštavanja. 
Ključne riječi: embrionalni razvoj, imunohistokemija, miševi, osteogeneza, trefoil 
faktor;  
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9. SUMMARY 
 
Localization of TFF1 and TFF3 proteins at different stages of the mouse 
embryonic development 
 
Objectives: TFF proteins are involved in different physiological processes in the 
digestive, respiratory, urinary and nervous system and are also present in different 
pathological conditions. These proteins influence cell migration, differentiation and apoptosis, 
as well as angiogenesis and immune response and are under active research in health and 
disease. Since very limited data are available on the expression of TFF proteins in the 
embryonic tissues, presence of TFF1 and TFF3 in the tissues of 14 to 18-day old mice was 
investigated in this work. Also, histomorphological parameters of the epiphyseal growth plate 
and of the secondary ossification centers were investigated in the proximal tibia of the wild 
type and TFF3 knock-out mice.  
Material and methods: Immunohistochemical experiments were done manually, 
using 23 formalin fixed, paraffin embedded CD1 mouse embryos, 14 to 18-day old. 
Histomorphometric parameters were analyzed in the tibiae of inbred wild-type mice 
developed by crossing 129/Sv and C57BL/6j strain and TFF3 knock-out mice. 5 mice per 
group were used, and histological sections of tibiae were stained using Masson’s trichrome 
stain. 
Results: Presence of TFF1 and TFF3 proteins was detected in the gastrointestinal and 
respiratory mucosa, pancreas, kidney tubules, epidermis, nervous system and areas of 
ossification of mouse embryos and occurred depending on the stage of embryonic 
development and tissue differentiation. Localization of TFF1 and TFF3 protein in mouse 
embryonic tissues didn’t depend on the germinal layer from which the tissue originated. No 
significant histomorphological differences between wild-type mice and TFF3 knockout mice 
were found in epiphyseal plate thickness, in the thickness of different zones of endochondral 
ossification, and in the chondrocyte density. However, cancellous bone in the secondary 
ossification centers of mouse tibia epiphyses showed significantly lower values of volume 
density, surface density and trabecular number, while trabecular separation was significantly 
higher.  
Conclusion: Because of their numerous physiological roles, TFF1 and TFF3 are 
important in the embryonic development, and in some cases may serve as early markers of 
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tissue maturation. TFF3 probably has an important effect on the formation and quality of the 
cancellous bone in the secondary ossification centers.  
Keywords: Embryonic Development, Immunohistochemistry, Mice, Osteogenesis, 
Trefoil Factor 
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